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Abkürzungsverzeichnis 
 
ALL    Akute Lymphatische Leukämie 
AML    Akute Myeloische Leukämie 
AUC    Area Under the Curve 
cALL   common ALL 
CFU    Colony Forming Units 
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1. Einleitung 
 
 
1.1. Busulfan – ein Alkylanz mit langer Tradition 
 
1.1.1. Klinische Erfahrungen und Wirkmechanismen 
 
Busulfan ist ein Zytostatikum mit sehr langer Tradition. Es kommt bereits seit über 50 
Jahren in der Therapie maligner Erkrankungen zum Einsatz. Busulfan wirkt myeloablativ 
auf sich teilende Zellen, es ist aber nicht ausgeschlossen, dass es auch auf ruhende Zellen 
eine Wirkung hat (Produkt Monograph Busulfan 2003). In der Mitte der 50er Jahre wurde 
das Alkylanz als niedrig dosierte Palliativbehandlung bei akuten und chronischen 
Leukämien bei Erwachsenen eingesetzt (Galton 1953, Haddow 1953). Dabei wurden die 
Patienten mit 0,1 mg/kg Körpergewicht pro Tag behandelt (Fachinformation Myleran 
1999).  
Wird Busulfan in Hochdosis eingesetzt, kommt es zu einer umfangreichen 
Myelosuppression, was letztlich zu der Aufnahme von Busulfan in 
Konditionierungsschemata vor Stammzell- oder Knochenmarktransplantation führte (Santos 
et al. 1983). Die hervorgerufene Myelosuppression führte zu einer drastischen Reduktion 
der Vorläufer von Granulozyten und Monozyten. Dagegen nahm die Zahl an Lymphozyten 
und Thrombozyten weniger schnell ab (Morstyn et al. 1981). Bei diesen 
Hochdosisprotokollen wurde die Standarddosis von 0,1 mg/kg Körpergewicht (KG) pro 
Tag um ein Vielfaches überschritten. In einer der ersten Studien (Santos et al. 1983) wurden 
51 an akuter, nicht lymphatischer Leukämie erkrankte Patienten mit 4 x 1 mg/kg KG / Tag 
konditioniert und anschließend eine Transplantation mit HLA-identem Knochenmark 
vorgenommen.  
In den letzten Jahrzehnten erfolgte zur Optimierung von Behandlungsprotokollen eine 
Entwicklung in Richtung von Polychemotherapien, bei denen mehrere, aus verschiedenen 
Wirkklassen stammende Zytostatika zum Einsatz kamen. So wurde auch Busulfan als 
Kombinationstherapie eingesetzt, vorrangig mit Cyclophosphamid, Melphalan, Thiothepa, 
Etoposid und / oder Mitoxantron (Galimberti et al. 1987, Geller und Dix 1999, Geller et al. 
1988, Maschan et al. 1997, Nevill et al. 1992, Slattery et al. 1997). Ein häufig gewähltes 
Schema zur Konditionierung bei Erwachsenen besteht aus 16 Dosen á 0,8 mg/kg KG 
Busulfan an vier aufeinander folgenden Tagen (-8 bis -5), gefolgt von 2 Therapietagen mit 
jeweils 60 mg/kg KG Cyclophosphamid (-3 und -2). Dabei wird Busulfan zur 
Myeloablation eingesetzt und Cyclophosphamid hat eine vorrangig immunsuppressive 
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Funktion. So wird sichergestellt, dass der Empfänger optimal auf die sich anschließende 
Transplantation vorbereitet wird.  
In den 90er Jahren wurden vier große randomisierte Studien mit oralem Busulfan 
durchgeführt. In einer Vergleichsstudie von TBI/Cyclophosphamid und 
Busulfan/Cyclophosphamid vor allogener Knochnmark-Transplantation bei 
hämatologischen Erkrankungen konnte für die AML ein Vorteil für die 
TBI/Cyclophosphamid Behandlung gezeigt werden mit Verringerung der Rezidivrate und 
damit einem besseren Outcome (Blaise et al. 1992). Zehn Jahre nach erfolgter Studie wurde 
eine erneute Auswertung vorgenommen, bei der festgestellt wurde, dass mit Busulfan 
behandelte Patienten ein 10% höheres Überleben als die Parallelgruppe zeigten; die 
Inzidenz für späte Komplikationen war vergleichbar (Blaise et al. 2001).  
Als therapeutisches Fenster wurden Plasmakonzentrationen von 600 – 1000 ng/ml 
angegeben, was einer Area under the Curve (AUC) von 900 – 1500 µM x min entspricht 
(Produkt Monograph Busulfan 2003). In einigen Arbeiten wurde demonstriert, dass bei 
einer AUC > 1500 µM x min sehr schwerwiegende Toxizitäten auftreten können, 
vordergründig ist hier die veno-occlusive disease (VOD) zu nennen (Dix et al. 1996, 
Grochow 1993, Grochow et al. 1989, Slattery et al. 1997). Allerdings zeigt im Gegensatz 
dazu eine AUC von < 900 µM x min eine geringere Effizienz, was zu einer erhöhten 
Rezidiv- oder Abstoßungsrate führte (Slattery et al. 1997, Slattery et al. 1995).  
Eine besondere Problematik bei der Behandlung von pädiatrisch-onkologischen Patienten 
stellte die bis 2003 vorherrschende orale Applikation des Medikaments dar. Myleran® war 
als 2 mg Tabletten auf dem Markt erhältlich. Wollte man ein Kind mit Hochdosis Busulfan 
behandeln (16 x 1 mg/kg KG über 4 Tage), kam man je nach Gewicht des Kindes auf eine 
sehr große Anzahl von Tabletten (Beispiel: bei einem 25 kg schweren Kind: bis zu 50 
Tabletten täglich). Das führte zu einer großen Abwehrhaltung von Seiten des Patienten, die 
durch therapiebedingtes Unwohlsein noch verstärkt wurde. 1999 kam die intravenöse 
Variante Busilvex® auf den Markt, zuerst in den USA, anschließend in Asien und Israel. 
Am 11. Juli 2003 erhielt Busilvex® in Deutschland die Zulassung (Fachinformation 
Myleran 1999). Es wird als 2-Stunden Infusion über einen zentralen Venenkatheder (ZVK) 
verabreicht. Die intravenöse Variante führte zu einer Verringerung der Variabilität der 
systemischen Verfügbarkeit. Allerdings war auf Grund der geringen Löslichkeit von 
Busulfan ein Lösungsvermittler, in dem Falle DMA (N, N-Dimethylacetamid), nötig.  
Im Gegensatz zu Erwachsenen ist es bei Kindern noch nicht gelungen ein therapeutisches 
Fenster für Busulfan in der Hochdosis-Chemotherapie (HDC) zu bestimmen. Ein Vorteil 
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von Busulfan ist, dass Busulfan, im Vergleich zur Bestrahlung, keinen Einfluss auf das 
Knochenwachstum zeigt (Gutierrez-Delgado et al. 2001, Kroger et al. 2001, Socie et al. 
2001). 
 
Wie erwähnt, handelt es sich bei Busulfan um ein Alkylanz, die Strukturformel zeigt 
Abbildung 1. Das Alkylanz gelangt durch passive Diffusion in die Zellen, was eventuell 
auch die erhöhte Zytotoxizität auf Granulozyten erklärt, da diese eine erhöhte Permeabilität 
im Vergleich zu anderen Zellen aufweisen (Buggia et al. 1994). Busulfan wird vorrangig 
hepatisch metabolisiert und weniger als 2% der verabreichten Dosis werden unverändert 
wieder ausgeschieden (Ehrsson et al. 1983).  
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Abbildung 1: Strukturformel Busulfan (Myleran ®, Busilvex®) 
   
 
 
Die Metabolisierung von Busulfan erfolgt sowohl enzym- als auch glutathionabhängig 
(Abbildung 2 (Hassan und Ehrsson 1987a)). Dabei erfolgt als einleitender Schritt eine 
Konjugation von Busulfan an Glutathion (katalysiert durch das Enzym Glutathion-S-
Transferase A1 (GSTA1)) und es entsteht ein Sulfiniumion als instabiles primäres 
Zwischenprodukt (Marchand et al. 1988), anschließend ein positiv geladenes Sulfoniumion. 
Die bei der folgenden Hydrolyse und Oxidationskette entstehenden Produkte weisen 
allerdings keine zytotoxische Aktivität mehr auf (Hassan und Ehrsson 1987b). Der 
Wirkmechanismus von Busulfan wurde hinreichend aufgeklärt. Es konnte nachgewiesen 
werden, dass Busulfan hauptsächlich Guanosylbasen alkyliert (Tong und Ludlum 1980), es 
kommt zu einer DNA-Quervernetzung (Millar et al. 1986, Tong und Ludlum 1980), die in 
Einzelstrangbrüchen mündet. Es wurde klar, dass die Anzahl der DNA-Quervernetzungen 
und damit die Zytotoxizität proportional zur eingesetzten Dosis ist (Chaney und Sancar 
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1996). Am empfindlichsten reagieren Zellen auf Busulfan in der G1-Phase. Durch die 
erfolgten DNA-Quervernetzungen wird der Zellzyklus in der G-Phase arretiert (Hassan et 
al. 2001).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2: Schema der Metabolisierung von Busulfan. 
           GSTA = Glutathion-S-Transferase A1 
 
 
1.1.2. Zytotoxizität, Toxizität und Pharmakokinetik 
 
In zahlreichen präklinischen Studien wurde die Zytotoxizität, Toxikologie, Teratogenität 
und Karzinogenität von Busulfan untersucht.  
In Langzeituntersuchungen an Mäusen konnte gezeigt werden, dass Busulfan eine 
Verminderung der Replikation und Differenzierung von Stammzellen zur Folge hat. 
Behandelte man die Tiere mit 20 mg/kg KG, zeigten 80% einen kompletten Verlust des 
Knochenmarks (Morley und Blake 1974). Bei Ratten zeigte eine Dosis von 10 mg/kg KG 
einen maximalen Rückgang an CFU’s (Colony Forming Units) von 90%, eine 
Dosissteigerung zeigte keinen weiteren Effekt (Dunn 1974). Phadungpojna (Phadungpojna 
1996) zeigten, dass Hunde sensitiver auf Busulfan reagierten als Menschen und Deeg et al. 
(Deeg et al. 1999) konnten zeigen, dass eine einmalige Dosis von 20 mg/kg KG 
beziehungsweise 4 x 5 mg/kg KG für eine Myeloablation ausreichen.  
Die Pharmakokinetik von Busulfan wurde für Erwachsene hinreichend untersucht. 1993 
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wurde erstmals über die Chronopharmakologie bei oraler Applikation von Busulfan bei 
einer Gruppe von 27 Kindern berichtet (Vassal et al. 1993a). Es konnte eine mittlere Area 
under the Curve (AUC) von 1600 µM x min ermittelt werden, allerdings mit einer 
Standardabweichung von 600 µM x min. Dies entspricht einer vergleichsweise hohen 
Variabilität von 37%, die unter anderem in interindividuellem Resorptionsverhalten 
begründet sein kann. Mit der Einführung von Busilvex® konnte das Medikament 
systemisch zugeführt werden, wodurch eine geringere Schwankung der inter- und 
intraindividuellen pharmakologischen Parameter vorhergesagt wurde. Um dies zu 
untersuchen, wurde eine Studie an 19 Kindern, die im Rahmen ihrer Konditionierung 
Busulfan i.v. erhalten haben, durchgeführt (Schiltmeyer 2003). In dieser multizentrischen 
Studie wurden über einen Zeitraum von 1,5 Jahren 19 Kinder im Alter von 0,9 – 17,3 
Jahren bis zum Tag 100 nach Transplantation überwacht. Es wurde festgestellt, dass die 
individuellen pharmakokinetischen Parameter Cl (Clearance), Vd/F (scheinbares 
Verteilungsvolumen) und t0.1 (Halbwertszeit) vergleichbar sind mit in der Literatur zu 
findenden Werten für orales Busulfan (Tabelle 1). Es konnte auch festgestellt werden, dass 
Kinder eine scheinbar höhere Clearance und eine geringere systemische Verfügbarkeit 
gemessen über die AUC aufweisen als Erwachsene (Tabelle 2). 
 
 
Tabelle 1: Vergleich der pharmakokinetischen Parameter von oralem Busulfan bei Kindern 
und Erwachsenen 
 
 
Alter  
[Jahre] 
 
n 
 
Vd/F 
[l/kg] 
 
t1/2 
[h] 
 
CI/F 
[ml/min/kg] 
 
Referenz 
 
Kinder      
1,3 – 13,5 19 0,73 ± 0,15 2,4 3,6 ± 1,1 (Shaw 1993) 
< 3,6 14 1,4 ± 0,8 1,6 8,4 ± 4,3 (Grochow et al. 1990) 
< 2,7 33 1,6 ± 1,3 2,8 6,8 ± 3,0 (Vassal et al. 1993b) 
0,9 – 17,3 
          
19 
      
0,78 ± 0,27 
         
2,35 
       
3,8 ± 2,0 
      
(Schiltmeyer 2003) 
                                
 
Erwachsene      
> 18 28 0.6 ± 0.5 2,3 2,5 ± 1,4 (Grochow et al. 1989) 
> 18 
        
16 
    
n.d. 
        
2,7 
          
2,6 ± 0,6 
          
(Hassan et al. 1991) 
      
 
Vd/F scheinbares Verteilungsvolumen 
Cl/F  scheinbare Clearance 
t1/2   Halbwertszeit 
 
In der Studie wurde ebenfalls gezeigt, dass sich die pharmakokinetischen Parameter an den 
Tagen 1 und 4 der Behandlung nicht signifikant unterschieden, was auf einen linearen 
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Verlauf deutet. Außerdem konnten bei der Behandlung mit intravenösem Busulfan keine 
zusätzlichen Nebenwirkungen im Vergleich zu oralem Busulfan genannt werden. 
 
 
Tabelle 2: AUC nach oraler Busulfan-Gabe bei Erwachsenen und Kindern nach einer  
   Standarddosierung von 1 mg/kg (Grochow 1993, Hassan et al. 1991) 
 
  
Erwachsene 
 
Kinder 
 
n 
 
136 
 
14 
Alter [Jahre] > 18 0.2 – 3.6 
AUC [µM x min] (MW ± SD) 
    
1268 ± 486 715 ± 241 
 
AUC: Area under the Curve 
MW: Mittelwerte 
SD: Standardabweichung 
 
 
1.1.3. Orales Busulfan und die in vitro Variante Busilvex® -  
   Klinische Daten und unerwünschte Nebenwirkungen   
 
In vergleichenden Studien (Ringden et al. 1999, Ringden et al. 1994) wurde beobachtet, 
dass im Falle einer Behandlung bei schon fortgeschrittener Erkrankung, die 
behandlungsassoziierten Zytotoxizitäten zeitlich schon früher auftreten, was auch zu einer 
Erhöhung der Transplantations-bezogenen Mortalitätsrate führt. 
Nebenwirkungen von Busulfan, speziell für die orale Applikation, betreffen sehr stark den 
gastrointestinalen Trakt mit Mukositis, Übelkeit und Erbrechen. Außerdem treten 
neurotoxische Symptome auf wie Krampfanfälle (Glaxo Wellcome 1999). Deshalb wird zur 
Prophylaxe eine begleitende antikonvulsive Therapie oft mit Phenytoin oder Clonazepam 
durchgeführt. Die wichtigste, vor allem dosislimitierende Nebenwirkung stellt die Veno-
occlusive-Disease (VOD) dar, eine Erkrankung, die durch Bildung von subendothelialen 
Ödemen im Bereich der kleinen Lebervenen zum akuten Leberversagen führen kann, was 
nicht selten in einem anschließenden Multiorganversagen münden kann. Die Inzidenz und 
Mortalität für VOD ist zum einen altersabhänging, zum anderen abhängig von der 
Grunderkrankung. Bei Kindern mit Immundefekten konnte keine VOD beobachtet werden, 
bei Erwachsenen mit malignen Erkrankungen tritt eine VOD mit einer Wahrscheinlichkeit 
von bis zu 50% auf (Filipovich et al. 1992, Jones et al. 1987, McDonald et al. 1993). 
Mehrere Arbeiten beschreiben, dass Kinder höhere Dosen an Busulfan vertragen, ohne ein 
höheres Risiko für eine VOD zu zeigen (Bolinger et al. 2000, Pawlowska et al. 1997, 
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Poonkuzhali et al. 1999, Slattery et al. 1997). Grochow et al. (Grochow 1993) stellten auch 
eine Verbindung zwischen der Inzidenz für eine VOD und der systemischen Verfügbarkeit 
(gemessen über die AUC) her, dabei ist eine AUC von > 1500 µM x min mit einem 
erhöhten Risiko verbunden. Dies konnte allerdings noch nicht für Kinder bestätigt werden.  
Bei Markteinführung von intravenösem Busulfan wurden präklinische Toxizitätsstudien, 
zum Beispiel an Hunden, durchgeführt. Auch hier konnten Lebertoxizitäten beobachtet 
werden. Interessanterweise traten diese Nebenwirkungen auch in einer Kontrollgruppe auf, 
welche nur die Trägersubstanz DMA (N, N-Dimethylacetamid) verabreicht bekamen 
(Produkt Monograph Busulfan 2003).  
In einigen Arbeiten konnten sowohl im Tier-Experiment als auch in der Testung am 
Menschen hepato- und neurotoxische Eigenschaften des Lösungsvermittlers nachgewiesen 
werden (Barnes und Ranta 1972, Kim 1988, Weiss et al. 1962). 
Vor allem bei Kindern muss diesem Problem große Beachtung geschenkt werden, da 
Kinder, vor allem in der HDC, vergleichsweise hohe Dosen an DMA verabreicht 
bekommen, was ein engmaschiges Monitoring erforderlich macht.    
In Ratten, Mäusen und Hasen konnte durch Bishop et al. (Bishop und Wassom 1986) eine 
bestehende Teratogenität nachgewiesen werden, wobei darauf hinzuweisen ist, dass der 
enthaltene Lösungsvermittler DMA noch zusätzlich teratogene Wirkungen zeigt.  
Außerdem ist festzuhalten, dass Busulfan von der International Agency for Research on 
Cancer als Karzinogen klassifiziert wurde, da die Anwendung von Busulfan die Inzidenz 
für das Auftreten einer Zweitmalignität erhöht (Produkt Monograph Busulfan 2003).  
Ein weiterer Aspekt bei der Behandlung mit Busulfan ist von klinischer Seite zu bedenken. 
Busulfan wird in der Leber metabolisiert und wie in Abbildung 2 dargestellt, erfolgt dieser 
Umsatz Glutathion-abhängig. Daraus ergeben sich zahlreiche Wechselwirkungen mit 
anderen Wirkstoffen die ebenfalls in der Leber über den Glutathionweg umgesetzt werden. 
Bekannte Beispiele dafür sind: Itraconazol, Phenytoin, Phenobarbital, Paracetamol, 
Thioguanin und Cyclophosphamid (Glaxo Wellcome 1999).   
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1.2. Treosulfan 
 
 
1.2.1. Wirkmechanismen 
 
Treosulfan zählt wie Busulfan zu der Übergruppe der Alkylanzien. Im Unterschied zu 
Busulfan ist Treosulfan eine bifunktional alkylierende Substanz. Aufgrund ihrer 
unterschiedlichen Affinität zu nukleophilen Zentren und ihrer Reaktivität wurden beide 
Substanzen auch verschiedenen Untergruppen zugeteilt: Busulfan zu den primären 
Alkylsulfonaten und Treosulfan zu den Epoxiden und β-Laktonen.  
Treosulfan zeigt seine zytotoxische Wirkung vorrangig auf schnell proliferierende Zellen, 
zu denen allerdings nicht nur maligne, sondern u. a. auch hämatologische Zellen zählen.  
Der Unterschied im Aufbau beider Alkylanzien liegt in der Einführung von zwei 
Hydroxylgruppen an Position 2 und 3 (Abbildung 3), welche direkten Einfluss auf den 
Wirkmechanismus haben (Brookes und Lawley 1961, Feit 1982, Feit et al. 1970, Hartley et 
al. 1999, Kopf-Maier und Sass 1996, Warwick 1963).  
 
Abbildung 3: Kalottenmodell von Treosulfan.  
 Rot: O, Gelb: S, Grau: C, Blau: H. Erstellt mit ChemOffice 2002. 
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Treosulfan wird durch die Transformation in Epoxidspezies aktiviert (Feit et al. 1970, 
Hartley et al. 1999), welche die alkylierenden Wirkungen besitzen und damit für die 
Quervernetzung von DNA und anderen Makromolekülen verantwortlich sind. Bei dieser 
Aktivierung (Abbildung 4) werden die endständigen Methylsulfonylgruppen in die 
Nachbarschaft der Hydroxylgruppen gebracht, wodurch es zu einer intramolekularen 
Alkylierung und Bildung von Epoxidgruppen kommt. So wird Treosulfan in einem ersten 
Schritt zu einem aktiven Monoepoxid und dann zu L-Diepoxybutan umgewandelt. Die 
durch eine erste intramolekulare Alkylierung entstandenen Epoxidringe sind dann für die 
Alkylierung von Makromolekülen zuständig, wobei die initial gebildeten Monoepoxide 
bereits nukleophile Zentren angreifen können.     
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4: Aktivierung von Treosulfan über ein Monoepoxid zum Diepoxid. Unter  
 physiologischen Bedingungen, d.h. pH 7,4 und 37°C, läuft diese Reaktion spontan  
 und enzymunabhängig ab. Im Gegensatz dazu wurde Busulfan sowohl enzym- als  
 auch  glutathionabhängig aktiviert.  
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Es wurde beschrieben, dass oftmals bereits nach Bildung des ersten Epoxidringes eine 
Bindung an das Makromolekül erfolgt und sich daran die zweite Ringbildung anschließt. 
Dabei verlaufen die DNA-Quervernetzungen sowohl konzentrations- als auch zeitabhängig, 
wobei es bei einer verlängerten Inkubationszeit zu irreversiblen Doppelstrangbrüchen der 
DNA kommt. Bei der experimentellen Inkubation mit DNA wurde gezeigt, dass die 
Alkylierung vorrangig an Guanin-7-Molekülen erfolgt (Hartley et al. 1999, Park und 
Tretyakova 2004, Vock 1997), ähnlich wie bei Busulfan. 
Die Persistenz der zytotoxischen Wirkung kann in dem Maße verstärkt werden, dass 
weitere Substanzen in Kombination zu Treosulfaneingesetzt werden, welche die DNA-
Reparaturmechanismen behindern oder ausschalten wie z. B. Fludarabin oder Gemcitabin. 
All diese beschriebenen pharmakodynamischen Daten konnten allerdings nur für die L-
Konfiguration des Moleküls bestätigt werden, die D- oder meso-Konfiguration war weitaus 
weniger aktiv und damit weniger wirksam.  
 
 
1.2.2. Pharmakologie, Pharmakokinetik und Toxikologie in nicht klinischen 
Studien 
 
Pharmakologie 
In zahlreichen Arbeiten wurde gezeigt, dass Treosulfan ein sehr breites Wirkspektrum zeigt. 
Es wird in einer vergleichsweise hohen Dosis appliziert und zeigt einen breiten 
therapeutischen Index (TI > 10), beides ist relativ ungewöhnlich für Zytostatika.  
In vitro Daten zeigten, dass Treosulfan, dosis- und zeitabhängig, zytotoxisch auf Zelllinien 
verschiedener Entitäten wirkt, z. B. auf Brust- und Ovarialkrebs (Bosanquet 1994, Wilson 
und Neal 1981), Leukämien und Lymphome (Bosanquet 1994) und andere, größtenteils 
solide Tumore (Myatt et al. 1997, Neale et al. 1999, Neuber et al. 1999, Reber et al. 1998, 
Wick 2000). Vor allem für multiple Melanome (MM) existieren zahlreiche Arbeiten. 
Meinhardt et al. (Meinhardt et al. 2003) konnten im Rahmen einer Untersuchung 
feststellen, dass Treosulfan so effektiv wie Melphalan wirkt. Für den Wirkmechanismus 
konnte gezeigt werden, dass Treosulfan über den Apoptose-Weg wirkt. Schmidmaier et al. 
(Schmidmaier et al. 2004) detaillierten das, indem sie beschrieben, dass es sich um einen 
Protein-Kinase C abhängigen Apoptose-Weg handelt. Außerdem konnte eine Caspase-
Abhängigkeit nachgewiesen werden und es konnte gezeigt werden, dass Apoptose bei AML 
schon bei einer LC90 (Lethal Concentration) von 100 µM induziert wird. Dies entspricht 
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einer 10-fach niedrigeren Konzentration, als der zu erreichende Plasmalevel darstellt. 
Meinhardt et al. (Meinhardt et al. 2003) konnten zeigen, dass durch Treosulfan Bcl-2 
herunterreguliert wird.  
Zahlreiche Metabolisierungen erfolgen im Körper unter Einfluss von P450. Für Treosulfan 
konnte bis 100 µM kein Einfluss auf P450 gezeigt werden (Cole 2003). Das könnte insofern 
von Bedeutung sein, da z. B. Cyclophosphamid P450-abhängig metabolisiert wird. Bei 
einer Kombinationschemotherapie von Treosulfan und Cyclophosphamid dürfte durch 
Treosulfan keine Akkumulation von Cyclophosphamid auftreten.  
Obwohl Treosulfan eine recht kurze Halbwertszeit von nur 2 Stunden in vivo aufweist, wird 
darauf hingewiesen, dass in in vitro Tests nur Langzeit-Inkubationen sinnvoll sind, da erst 
nach einer gewissen Inkubationszeit Merkmale der Apoptose bzw. Merkmale der 
abgeschlossenen Apoptose detektiert werden können (Treosulfan Investigator Brochure, 
2004).   
Schon in den 60er Jahren wurden erste Transplantationsmodelle in Mäusen und Ratten 
durchgeführt (Jones et al. 1960, White 1962). Dabei wurde festgestellt, dass die Aktivität 
von Treosulfan derer des Busulfans überlegen ist.  
Neuere Daten zeigen den starken antileukämischen Effekt von Treosulfan in Studien an 
Mäusen (Fichtner et al. 2003). In drei ALL-Maus-Modellen wurden die 
Behandlungsschemata von 1 x 3000 mg/kg KG und 3 x 1500 mg/kg KG verglichen und es 
wurde festgestellt, dass eine einmalige Dosis von 3000 mg/kg KG die effektivere 
antileukämische Aktivität besitzt.  
Diese zum Teil schon frühen Daten schlugen vor, dass Treosulfan in die Konditionierung 
bei Patienten mit malignen hämatologischen Erkrankungen aufgenommen werden sollte. 
Dafür ist das wichtigste Kriterium neben der Wirkung auf maligne Zellen,, dass Treosulfan 
eine starke Toxizität gegenüber Stammzellen zeigt, was sowohl in in vitro Experimenten als 
auch in vivo gezeigt werden konnte.  
Grundlage dafür lieferten die in vitro Daten von Ploemacher (Ploemacher 2000), in denen 
nach 18 stündiger Inkubation von Knochenmark von Mäusen mit 30 µM Treosulfan eine 3 
bis 4,5 log fache Depletion aller Stammzellen zu verzeichnen war. Im Vergleich dazu 
führten 30 µM Busulfan zwar auch zu einer 3 log fachen Depletion, allerdings nur bei einer 
Untergruppe von Stammzellen (repopulating stem cells).  
In vivo Daten z. B. von Westerhof et al. (Westerhof et al. 2000), zeigten einen Vergleich 
von einmaliger Applikation von 3000 mg/kg KG und dreifacher Applikation von 3 x 2500 
mg/kg, wobei die einmalige Dosis gegenüber der mehrfachen Applikation eine 
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vergleichsweise moderate Stammzell-Toxizität zeigte. Bei der Applikation von 
äquivalenten Dosen von Busulfan (1 x 50 mg/kg oder 4 x 25 mg/kg) zeigte sich eine 
geringere Zytotoxizität auf Progenitoren.  
Weiterführende Arbeiten zur Abhängigkeit von der Dosis und dem zeitlichen Ablauf der 
Applikationen wurden durch Ploemacher et al. 2003 (Ploemacher 2003) veröffentlicht. 
Dabei gilt, je höher die applizierte Dosis und je größer die Anzahl der Applikationen, desto 
umfangreicher erfolgt die Depletion der Stammzellen. Ein Maximum zeigt sich dabei bei 3 
x 200 bzw. 5 x 1000 mg/kg KG (Treosulfan Investigator Brochure 2004, Ploemacher 2003). 
Die myelosuppressive Wirkung von Treosulfan wurde auch durch andere Arbeiten belegt 
(Griskevicius 2001, Sjoo et al. 2006). Dabei wurden Treosulfan, Busulfan und 
Cyclophosphamid in einem Transplantationsmodel in Mäusen miteinander verglichen. 
Treosulfan zeigte eine schnellere und auch länger anhaltendere myelosuppressive Wirkung, 
Cyclophosphamid eine schnellere Recovery und Busulfan zwar auch eine anhaltende 
Depletion, diese trat allerdings erst drei Tage nach der von Treosulfan ein.  
Neben der myelosuppressiven Wirkung ist außerdem eine immunsuppressive Aktivität 
nötig, wenn ein in der Konditionierung eingesetztes Zytostatikum den Patienten optimal auf 
die bevorstehende Transplantation vorbereiten soll. In der Literatur können einige Arbeiten 
gefunden werden, in denen auf die Wirkung von Treosulfan in erster Linie auf T- und B-
Zellen eingegangen wird (Treosulfan Investigator Brochure 2004, Melchers 1999, Melchers 
2000a, Melchers 2000b, Sjoo et al. 2006). So konnte in Mausmodellen schon bei niedrig 
dosiertem Treosulfan eine suppremierte Immunantwort beobachtet werden. Im Vergleich zu 
Methotrexate (MTX) zeigte sich, dass beide Substanzen eine IgM-Antwort suppremieren, 
eine IgG-Anwort allerdings nur durch MTX.  
Im Vergleich von Treosulfan, Busulfan und Cyclophosphamid konnte festgestellt werden, 
dass Treosulfan Lymphozyten lang anhaltend depletiert im Vergleich zu Cyclophosphamid, 
wo nach 3 Tagen eine Rekonstitution einsetzte. Bei Busulfan ist im Vergleich zu Treosulfan 
der Nadir um 3 Tage verzögert. Alle drei Substanzen depletierten sowohl CD3+ T-Zellen als 
auch CD19+ B-Zellen effektiv, wobei die CD4/CD8-Ratio der T-Zellen kaum beeinflusst 
wird. Mit dieser Depletion der Lymphozyten durch Treosulfan ist auch ein Einfluss auf das 
Zytokinprofil verknüpft. So senkt Treosulfan z. B. die Produktion von IL-2 oder INF-γ, was 
entscheidend für eine Entstehung einer GvHD sein kann.   
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Toxizität 
Die nicht-klinische Toxizität wurde an Mäusen, Ratten, Hunden und Rhesusaffen und unter 
Berücksichtigung verschiedener Applikationsmöglichkeiten intraperitoneal, intravenös und 
oral untersucht. In Tabelle 3 sind die Konzentrationen von Treosulfan und Busulfan 
aufgeführt, die zu einer akuten Toxizität führen.  
Mehrere aufeinander folgende niedrige Dosen oder eine anschließende SZT kann das 
Risiko für akute Toxizitäten verringern.   
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Generell ist über Treosulfan zusammenzufassen, dass es keine Toxizitäten auf das 
kardiovaskuläre System zeigt (Abdulla 1988).  
Die Applikation von toxischen Konzentrationen führte bei Rhesusaffen und Hunden zu 
Anorexie und Gewichtsverlust, außerdem zu einem Rückgang der Zellzahlen im 
Knochenmark und im Lymphsystem (Reticulopenie, Leukozytopenie, Thrombozytopenie) 
(White 1962). Es wurden allerdings keine toxischen Effekte auf das zentrale Nervensystem 
beobachtet.  
Wenn Treosulfan über einen längeren Zeitraum und in höheren Dosen verabreicht wird, 
werden auch die Erythrozytenzahl und der Hämoglobin-Level beeinträchtigt. Ebenso wird 
eine reduzierte Gonadenfunktion beobachtet. Die Spermatogenese wird gehemmt oder 
unterbrochen und auch die ovariale Funktion kann leicht eingeschränkt sein.  
Außerdem zeigt auch Treosulfan eine Mutagenität, die durch Chromosomen-Abberationen 
hervorgerufen wird (Matagne 1969, Zeiger und Pagano 1989).  
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1.2.3. Klinische Relevanz von Treosulfan bei Erwachsenen 
 
Pharmakokinetik und Metabolismus 
Pharmakokinetische Parameter wurden sowohl nach oraler als auch nach intravenöser Gabe 
von Treosulfan untersucht (Hilger et al. 2000).  
Eine Dosiseskalation verlief von 20 g/m2 bis 56 g/m2 mit anschließender autologer 
Transplantation. Dabei beobachtete man eine lineare Korrelation von AUC und Cmax mit 
der applizierten Dosis. Dagegen sind die renale Eliminierung, das Verteilungsvolumen und 
die terminale Halbwertszeit im Plasma Dosis-unabhängig.  
Eine der ersten pharmakokinetischen Studien beschäftigte sich mit einer Hochdosis-
Behandlung mit Treosulfan und anschließender autologer SZT bei Patienten mit soliden 
Tumoren (Hilger et al. 1998). Die Behandlung erfolgte mit 10 bzw. 8 g/m1.  
Auch Scheulen et al. (Scheulen et al. 2000) berichteten von einer linearen Korrelation des 
Plasmalevels mit der applizierten Dosis und einer Dosisabhängigkeit der renalen Exkretion. 
25% der totalen Dosis werden innerhalb der ersten 6 Stunden nach Applikation unverändert 
wieder ausgeschieden.  
Eine andere klinische Phase I Studie verglich den Einsatz zweier Treosulfan 
Konzentrationen in Kombination mit Cyclophosphamid zur Konditionierung vor allogener 
SZT (Hilger et al. 2004). Die Patienten mit fortgeschrittenen hämatologischen 
Erkrankungen wurden zum einen mit 3 x 12 g/m2, zum anderen mit 3 x 14 g/m2 Treosulfan 
konditioniert und die pharmakokinetischen Parameter wurden bestimmt (Tabelle 4). Darin 
ist zu erkennen, dass die AUC und die Plasmalevel signifikant mit der Dosis anstiegen und 
auch hier t1/2, Clearance, Vss und renale Eliminierung dosisunabhängig waren. Dies 
bestätigte die Daten von Hilger et al. und Scheulen et al. (Hilger et al. 1998, Scheulen et al. 
2000).  
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Tabelle 4: Pharmakokinetische Parameter nach Treosulfan-Infusion vor allogener  
       Stammzell-Transplantation (Treosulfan Investigator Brochure 2004). 
 
  Treosulfan 3 x 12 g /m2 
 
Treosulfan 3 x 14 g /m2 
 (n=8) 
 
(n=10) 
 
 
AUC (µg/ml*h) 1. Dosis 
 
  898 ± 104 
 
1104 ± 173 
Cmax (µg/ml) 260 ± 35 322 ± 47 
Halbwertszeit (h)      2 ± 0,5   2,0 ± 0,6 
CLtotal (ml/min) 225 ± 23 216 ± 32 
Vss (l) 34 ± 5 31 ± 7 
renale Exkretion (%) der totalen Dosis 
   
39 ± 5 
 
39 ± 7 
 
 
AUC: Area under the Curve  
Cmax: maximale Plasmakonzentration 
CLtotal totale systemische Clearance 
Vss: Volume of distribution at steady state. 
 
 
Sicherheit und Effektivität  
Es wurde beschrieben, dass eine Dosis von > 10 g/m2 durch eine auftretende 
Hämatotoxizität, die sich vor allem in Thrombozytopenie äußert, limitierend ist (Hilger et 
al. 1998). Höhere Dosen Treosulfan können nur mit einer anschließenden Transplantation 
überwunden werden. Bei dem Einsatz von Treosulfan in Hochdosis-Protokollen mit 
anschließender Transplantation ist eine Konzentration von > 47 g/m2 toxisch. Folgende 
dosislimitierende Zytotoxizitäten treten jenseits dieser Konzentration auf: Diarrhöe, 
Mukositis, Stomatitis, metabolische Azidose und Haut-Toxizitäten. Allerdings wurden 
keine weiteren dosis-bedingte Organtoxizitäten beobachtet, speziell keine Neurotoxizitäten, 
vor allem keine VOD. 
Bei soliden Tumoren wird Treosulfan vor allem in Kombination mit Etoposid, Carboplatin, 
Dacarbazin, Melphalan, Thiothepa oder Rituximab eingesetzt, woran sich eine autologe 
SZT anschließt. In 60 – 80% ist ein Ansprechen durch die antineoplastische Aktivität von 
Treosulfan zu verzeichnen. 
Auch bei hämatologischen Erkrankungen wird Treosulfan in der Konditionierung 
eingesetzt, allerdings vor allogener SZT. Hier kommen oftmals die Kombinationspartner 
Cyclophosphamid und Fludarabin zum Einsatz. Dabei ist bei Erwachsenen ein 
progressionsfreies Überleben von 50% und ein overall survival von 70% zu verzeichnen. 
Diese Konditionierungsregime erlauben auch ein schnelles und zuverlässiges Anwachsen 
des Transplantates sowohl im verwandten als auch im unverwandten Transplantations-
Setting.  
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Unerwünschte Nebenwirkungen 
Bei der Behandlung von malignen Erkrankungen treten vor allem bei 
Konditionierungsregimen vor anstehender SZT zahlreiche unerwünschte Nebenwirkungen 
auf.  
Allgemein ist zu sagen, dass die Kombinationstherapie von Treosulfan mit anderen 
Zytostatika meist eine gute Verträglichkeit zeigt. Als unerwünschte Nebenwirkungen 
können Fieber, Infektionen, Mukositis, Stomatitis, Enteritis, Erbrechen, Durchfall, 
Hauttoxizitäten, Azidose, erhöhte Leber Transaminasen und Hämatotoxizität auftreten.  
Nur in sehr vereinzelten Fällen traten Herzeffekte auf, wobei nicht festgestellt werden 
konnte, ob es sich dabei um einen Effekt von Treosulfan oder eines der Kombinations-
Chemotherapeutika gehandelt hat (Hilger et al. 1998). In Studien mit allogener 
Transplantationen wurden in 2 von 206 Fällen eine VOD beobachtet, die aber 
wahrscheinlich auf den Kombinationspartner Cyclophosphamid zurückzuführen waren.  
Bei einer langfristigen Anwendung mit Treosulfan wurde auf ein erhöhtes Risiko für Zweit-
Malignitäten hingewiesen (Pedersen-Bjergaard et al. 1985). Bei einer Behandlung im Mittel 
über 12-37 Monate wurde in 8 von 553 Fällen eine nicht-lymphozytäre akute Leukämie 
entwickelt. Das bedeutet ein 175 fach erhöhtes Risiko für die Entwicklung einer 
Zweitmalignität. Dieses Potential ist allerdings geringer als bei Melphalan und Busulfan 
(Kaldor und Day 1988). Kaldor beschrieb 1990 zwei weitere Fälle (von 10) mit einer 
Zweitmalignität (Kaldor et al. 1990). 
Im Unterschied zu Busulfan ist noch einmal zu nennen, dass Treosulfan nicht 
glutathionabhängig metabolisiert wird, was insofern einen Vorteil darstellt, dass zahlreiche 
andere Medikamente wie Cyclophosphamid glutathionabhängig metabolisiert werden. Auf 
diese Weise kann es zu keiner Wechselwirkung kommen, bei der beispielsweise 
Cyclophosphamid akkumuliert wird.  
 
 
1.2.4. Klinische Relevanz von Treosulfan bei Kindern 
 
Wie erwähnt wird Treosulfan schon seit mehreren Jahrzehnten erfolgreich in der 
Behandlung von malignen Erkrankungen bei Erwachsenen eingesetzt. Der Einsatz reicht 
dabei von nicht-hämatologischen Erkrankungen wie dem Ovarialkarzinom und anderen 
soliden Tumoren bis hin zu den hämatologischen Erkrankungen. Aufgrund der erheblichen 
Nebenwirkungen von Busulfan, in erster Linie sind hier schwerwiegende Organtoxizitäten 
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wie VOD zu nennen, wurde es bei Erwachsenen zunehmend durch das strukturell ähnliche, 
aber weitaus verträglichere Treosulfan ersetzt. Trotz dieser Daten wird in der Behandlung 
pädiatrischer Patienten Busulfan eingesetzt. Da es bisher kaum oder keine Erfahrungen vom 
Einsatz von Treosulfan bei Kindern gibt, weder in vitro noch in vivo wird Treosulfan in 
pädiatrischen Behandlungsprotokollen bisher nicht verwendet. Bisher wurden in einer 
Studie von Drabko et al. (Drabko et al. 2005) nur zwei pädiatrische Patienten mit 10 g/m2 
an den Tagen -5, -4 und -3 vor autologer und allogener Stammzell-Transplantation 
behandelt. Beide Patienten sind nach über einem Jahr nach Transplantation noch am Leben 
und es wurden keine behandlungsassoziierten Toxizitäten beobachtet. Während der 
Erstellung dieser Doktorarbeit wurden weitere 44 Kinder vor allogener SZT mit Treosulfan 
konditioniert (Styczinsky et al. 2007). 
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1.3. Behandlung hämatologisch onkologischer Patienten 
 
 
1.3.1. Akute Leukämien im Kindesalter 
 
Die häufigste Krebsart bei Kindern stellen die Formen der akuten Leukämie dar. Sie 
nehmen ca. 30% aller Malignitäten im Kindesalter ein (SEER Cancer Statistic Review 
2000). Dabei tritt die akute lymphatische Leukämie (ALL) ca. viermal häufiger auf als die 
akute myeloische Form (AML).  Bei einer Leukämie kommt es zu einer Akkumulation von 
leukämischen Zellen im Knochenmark und im peripheren Blut. Das geht mit der Reduktion 
von hämatologischen Zellen anderer Linien wie Erythrozyten, Thrombozyten und 
Neutrophilen einher. Die Folge sind zahlreiche systemische Effekte wie Anämien, 
Blutungen, eine erhöhte Infektionsgefahr und durch die Panzytopenie bedingte Schwäche 
und Ermüdungsgefühl (Meyers et al. 2005). Die Diagnose wird mittels morphologischer 
und immunphänotypischer Untersuchungen des Knochenmarks getroffen.  
 
Die Therapie akuter Leukämien unterteilt sich in drei Stadien: 
1. Induktionstherapie 
2. Konsolidierungstherapie 
3. Erhaltungstherapie 
Eine Übersicht der Therapieprotokolle für die AML und ALL nach BFM im Kindesalter 
sind im Anhang zu finden. Die Induktionstherapie dient dazu, den Patienten in Remission 
zu bringen. Ca. 90% aller Patienten erreichen diese Remission unabhängig von der 
Riskoeinstufung (Hann et al. 2001). In regelmäßigen Abständen erfolgen Knochenmark-
Punktionen zur Kontrolle des Behandlungsverlaufs. Je schneller ein Patient auf die 
Induktionstherapie anspricht, desto besser ist die Prognose (Cave et al. 1998, Coustan-
Smith et al. 2006, Ribera et al. 2002, Schrappe et al. 2000b, Visser et al. 2001). Fünf% der 
Patienten sprechen leider nicht auf die Therapie an (Bleyer 1988). Ein Risikofaktor bei der 
akuten Leukämie stellt die Beteiligung des zentralen Nervensystems (ZNS) dar, sie tritt bei 
ca. 5% aller Patienten auf (Paolucci et al. 2001) und verlangt eine spezielle Therapie. Sie 
beginnt schon während der Induktionstherapie und erfolgte früher meist durch eine 
zusätzliche Bestrahlung (LeClerc et al. 2002, von der Weid 2001), welche allerdings 
aufgrund der hohen Toxizität durch eine Chemotherapie, z. B. mit Cytarabin, Methotrexate 
und/oder Prednison, abgelöst wurde (Clarke et al. 2003, Gaynon et al. 2000, Harms und 
Janka-Schaub 2000, Hill et al. 2004, Matloub et al. 2006, Ortega et al. 2001, Paolucci et al. 
2001, Pui et al. 2000, Rizzari et al. 2001, Schrappe et al. 2000a). Erfolgt diese Therapie 
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nicht, kommt es in 80% der Fälle zu einer so genannten leukämischen Meningiosis (Evans 
et al. 1970).  
Die Konsolidierungstherapie erfolgt nach erreichter Remission und dauert ca. 4-6 Monate. 
Sie dient der Bekämpfung von eventuell vorhandener minimaler Resterkrankung und dem 
Vorbeugen von Rezidiven und Resistenzen (Gaynon et al. 2000, Hann et al. 2000, Harris et 
al. 1998, Lange et al. 2002, Lauer et al. 2001, Ortega et al. 2001). Für die 
Hochrisikogruppe, z. B. bei einer Beteiligung des Philadelphiachromosoms, ist hier eine 
Transplantation vorgesehen. In der dritten Phase, der Erhaltungstherapie, werden die 
Patienten für weitere 24-36 Monate mit einer sehr niedrig dosierten Chemotherapie 
behandelt.  
Das Outcome für die akute lymphatische Leukämie hat sich seit den 80er Jahren 
kontinuierlich auf bis zu 80% verbessert (Gatta et al. 2005, Jemal et al. 2003, Pui et al. 
2004, SEER Cancer Statistic Review 2000). In den Entwicklungsländern liegt sie bis heute 
bei nur 35% (Howard et al. 2004, Metzger et al. 2003, Nandakumar et al. 1995). Das event-
free-survival über fünf Jahre liegt bei der Standard-Risikogruppe bei 80-95% (Kamps et al. 
2000, Lange et al. 2002, Rizzari et al. 2001, Silverman et al. 2001, Visser et al. 2001), bei 
der Gruppe mit hohem Risiko bei > 45% (Millot et al. 2001, Rizzari et al. 2001), bei der T-
ALL-Gruppe bei Kindern bei 60 – 70% (Steinherz et al. 1998, Uckun et al. 1998), bei 
Säuglingen bei nur 10 – 30% (Chessells et al. 1994, Pui et al. 1995) und bei einer t(4;11)-
Translokation liegt es noch niedriger (Isoyama et al. 2002, Pui et al. 2002).  
Die treatment-ralated-mortality liegt bei der ALL innerhalb des ersten Jahres bei ca. 2,6 – 
5% (Christensen et al. 2005, Clarke et al. 2003, Conter et al. 1998, Pui et al. 2000) und sie 
ist bei einer Beteiligung des Down-Syndroms deutlich erhöht (Chessells et al. 2001).  
Leider treten noch in vielen Fällen, zum Teil bereits sehr schnell nach Diagnose, Rezidive 
auf. Der Erfolg einer Rezidivtherapie ist dann stark abhängig von der Zeitspanne vom 
Erreichen der kompletten Remission und dem Auftreten des Rezidivs (Craddock et al. 2005, 
Estey 2000). In ca. 20 – 25% der Fälle tritt ein Rezidiv der ALL noch während oder sehr 
früh nach der Induktionstherapie auf. Es betrifft meist nur das Knochenmark, manchmal 
aber auch das ZNS, selten Lymphknoten (Chessells et al. 2003).  
Bei der AML konnte ein klonaler Hintergrund für die Erkrankung erkannt werden, d. h. die 
Erkrankung geht von einer einzigen Zelle aus, bei der durch eine Translokation die 
regelgerechte Proliferation der Zelle gestört ist (Fialkow et al. 1979, Fialkow et al. 1981, 
Rabbitts 1994). Der durch die erfolgte Mutation entstandene Klon kann dann zwei Wege 
einschlagen. Entweder differenziert er in Richtung Granulozyten/Monozyten-Linie oder in 
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Richtung Erythroide/Megakaryozytäre-Linie (Fearon et al. 1986, Fialkow et al. 1987, 
Keinanen et al. 1988, van Lom et al. 1993). Die AML wird laut FAB (French-American-
British-Classification) in 8 Klassen (M0-M7) eingeteilt. 
Die Prognose für die myeloische Form der Leukämie ist schlechter als die der ALL, aber 
auch hier ist das Ansprechen der Induktionstherapie entscheidend (Buchner et al. 1999, 
Kern et al. 2003, Preisler et al. 1986, Wheatley et al. 1999) und sie ist außerdem abhängig 
vom Alter und dem Karyotyp (Estey 2001, Olesen et al. 2005). Das event-free-survival über 
fünf Jahre liegt bei der Standard-Risikogruppe bei 70%, bei mittlerem Risiko bei 48% und 
bei der Hochrisiko-Gruppe liegt sie nur noch bei 15% (Wheatley et al. 1999). Auch hier 
wirkt sich eine Transplantation für die Hochrisikogruppe positiv auf die Prognose aus 
(Slovak et al. 2000).  
In einer anderen Studie lag die mittlere Überlebensrate nach einem Rezidiv bei nur 1,5 
Monaten bzw. bei einem einjährigen Überleben für nur 8% der Patienten (Giles et al. 2005). 
Folgt nach dem Auftreten des Rezidivs eine allogene Stammzelltransplantation liegt das 
Überleben bei maximal 35% (Grigg et al. 1999).  
Die langwierige Behandlung dieser Malignitäten birgt ein hohes Risiko für Spätfolgen, was 
bei Kindern einen ganz wesentlichen Stellenwert einnimmt. Dazu gehören unter anderem 
Beeinträchtigungen des ZNS, Verminderung des Wachstums, Unfruchtbarkeit und nicht zu 
unterschätzen, das Auftreten von Zweitmalignitäten (Hudson et al. 2003, Meeske et al. 
2005, Robison und Bhatia 2003). Eine Therapie-induzierte Krebserkrankung tritt bei ca. 2-
3% der Patienten auf, vor allem wenn im initialen Behandlungsprotokoll eine Bestrahlung 
erfolgte (Kadan-Lottick und Neglia 2002, Kimball Dalton et al. 1998, Loning et al. 2000).  
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1.3.2. Konditionierung und Stammzell-Transplantation in der pädiatrischen 
Onkologie 
 
Die pädiatrische Hämatologie und Onkologie der Uniklinik Frankfurt verfügt über eine 
langjährige Erfahrung in autologer, allogener und haploidenter SZT (Klingebiel et al. 2005, 
Koehl et al. 2002, Koehl et al. 2003, Lehrnbecher et al. 2007, Zimmermann et al. 2002, 
Beck et al. 2006, Bochennek et al. 2005). In der Frankfurter Uniklinik werden ca. 45 
erkrankte Kinder pro Jahr transplantiert. Vor SZT wird eine Hochdosischemotherapie 
durchgeführt, einerseits für eine effektive Zytotoxizität gegenüber residualen malignen 
Zellen, andererseits zur Myeloablation, um das Einwandern der frisch transplantierten 
Stammzellen zu gewährleisten und anschließend eine rasche hämatopoetische Regeneration 
zu erzielen. Bis vor einigen Jahren erfolgte eine SZT ausschließlich mit Knochenmark, 
welches unter Vollnarkose aus dem Beckenkamm des Spenders entnommen wurde. In den 
letzten Jahren fand die Mobilisation von peripheren Blutstammzellen (PBSC) immer 
häufiger Anwendung. Dabei werden durch die Gabe des hämatopoetischen 
Wachstumsfaktors G-CSF Stammzellen aus dem Knochenmark ins periphere Blut 
ausgeschüttet. Diese werden anschließend mittels Leukapherese angereichert. Bei soliden 
Tumoren fungieren oftmals die Erkrankten selbst als Spender, d. h. es wird eine autologe 
Transplantation durchgeführt. Dabei werden zwischen zwei Chemotherapieblöcken die 
Stammzellen gesammelt und bis zur Transplantation cryokonserviert. Bei hämatologischen 
Erkrankungen, bei denen die malignen Zellen in die periphere Blutbahn gestreut wurden 
wie z. B. bei Leukämien wird eine allogene Transplantation, d. h. eine 
Fremdspendertransplantation durchgeführt. Eine Sonderform der allogenen Transplantation 
stellt die haploidente Transplantation dar, bei der ein Elternteil als Spender fungiert. In 
diesem Fall ist der Spender halb-ident zum Empfänger.  
Wie im vorherigen Kapitel erwähnt, ist für Leukämiepatienten im Hochrisikoarm und mit 
aufgetretenem Rezidiv eine Transplantation vorgesehen, da sich so ihre Heilungschance 
gegenüber der konventionellen Chemotherapie erhöht.  
Bestehen zwischen Spender und Empfänger mehrere Unterschiede im HLA-System (HLA-
mismatch), wird das Stammzelltransplantat aufgereinigt (Bader et al. 2005, Barfield et al. 
2004, Cao et al. 2001, Handgretinger et al. 1999, Koehl et al. 2002, Lang et al. 2005). Bei 
einer so genannten Selektion handelt es sich um eine positive Anreicherung, z. B. von den 
CD34+ Stammzellen, wogegen bei einer Depletion alle unerwünschten Zellen, z.B. CD3+ T-
Zellen und CD19+ B-Zellen aus dem Transplantat entfernt werden. Der Vorteil bei der 
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zweiten Purging-Variante ist das Verbleiben von NK-Zellen, Dendriten und Monozyten im 
Transplantat. Dies kann von Vorteil sein, da es Hinweise gibt, dass diese Zellen maßgeblich 
an der Rekonstitution des neuen Immunsystems beteiligt sind. Die entscheidenden 
Risikofaktoren für eine Transplantat-assoziierte Mortalität (TMR) und die Inzidenz für das 
Auftreten eines Rezidivs sind in den Tabellen 5 zusammengefasst. 
 
 
Tabelle 5: Risikofaktoren für eine Transplantat-assoziierte Mortalität (TMR) und die 
                     Inzidenz für das Auftreten eines Rezidiv (Gratwohl A 2000).  
 
 
Faktor 
    
 
TRM 
    
 
RI 
    
 
Patient   
     Alter +++ - 
     Geschlecht - - 
     Rasse ? ? 
     Status* ++ - 
Erkrankung   
     Typ, Subtype + + 
     Stadium ++ +++ 
     bei Diagnose + + 
     bei Transplantation ++ +++ 
     Zeit der Transplantation ++ ++ 
     Organdysfunktion +++ - 
     Status viraler Infektionen ++ - 
Spender   
     Spender-Typ +++ +++ 
     Stammzellquelle +? ? 
     Anzahl der Transplantationen ++ ++ 
     bei allogenen Transplantaten   
     Histokompatibilität +++ +++ 
     Geschlechtskombination +++ + 
     viraler Status ++  
Transplantationsteam   
     Erfahrung +? - 
 
Konditionierung   
     intensiviert erhöht erniedrigt 
     reduziert erniedrigt erhöht 
Stammzell Dosis   
     hoch erniedrigt ? 
GvHD Prophylaxe   
     hoch erniedrigt erhöht 
     niedrig 
    
erhöht 
     
erniedrigt 
    
 
* z. B. Karnovsky Index 
TRM: Transplant-related Mortality 
IR: Relapse-Incidence 
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Mit der Transplantation soll allerdings nicht nur das Immunsystem des Empfängers durch 
ein Gesundes ersetzt werden. Man weiß, dass von den im Transplantat enthaltenen Zellen 
ein antileukämischer Effekt ausgeht. Dieser so genannte Graft versus Leukämie Effekt 
(GvL) steht allerdings in enger Verknüpfung mit dem unerwünschten Effekt der Graft 
versus Host Disease (GvHD), bei der die verabreichten Zellen, in erster Linie T-Zellen, die 
Organe des Empfängers angreifen. Zahlreiche Untersuchungen deuten darauf hin, dass 
diese beiden Prozesse auf den gleichen mechanistischen Grundlagen beruhen. Versuche im 
Tiermodell zeigten, dass die Gabe von IL-11 und IL-12 die GvHD verhindert, ohne jedoch 
den GvT-Effekt zu beeinflussen (Teshima et al. 1999, Yang und Sykes 1999). Auf den 
GvHD-Effekt soll im nächsten Abschnitt eingegangen werden. Allgemein ist festzuhalten, 
dass beide Effekte auf die Reaktion von T-Zellen und deren über MHC-Moleküle 
fungierende Interaktion mit anderen Zellen zurückzuführen ist. Abbildung 5 zeigt die T-
Zell-Aktivierung und –Interaktion im Überblick.  
 
 
 
Abbildung 5: T-Zell-Aktivierung und –Interaktion des zellulären Immunsystems bei  
                            Alloreaktivität. (immunbiology, www.uptodate.com)  
                            DTH: delayed type hypersensitivity reactions 
Alloreaktivität Co-Stimulation 
T-Zell-Aktivierung IL-2 
Klonale Expansion alloreaktiver Zellen 
Effektormechanismus 
CD4+ T-Zellen CD8+ T-Zellen 
B-Zellen Makrophagen 
Produktion von 
 Alloantikörpern 
DTH Induktion der  
Apoptose 
Zell-Lyse 
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Es gibt zahlreiche Studien, die belegen, wie essentiell der GvL-Effekt ist. Am deutlichsten 
wird dies in vergleichenden Studien bei Stammzell-Transplantation von identen Zwillingen 
im Vergleich zu Fremdspendern. Fungiert ein eineiiger Zwilling als Donor, wird nach 
Transplantation zwar keinerlei GvHD beobachtet, allerdings ist das Rezidivrisiko drastisch 
erhöht. Man führt dies auf den fehlenden GvL-Effekt zurück (Gale et al. 1994, Horowitz et 
al. 1990, Thomas et al. 1986). NK-Zellen können auch am GvT-Effekt beteiligt sein, was 
zwar nicht über MHC-Moleküle geschieht, aber auch hier läuft der Effekt rezeptorvermittelt 
ab (Boyington et al. 1999, Brooks et al. 1999, Dohring et al. 1996, Litwin et al. 1994, 
Moretta et al. 1993, Pende et al. 1996). Im Gegensatz dazu sollen NK-Zellen an einer 
GvHD nicht beteiligt sein.      
 
 
1.3.3. Immunrekonstitution nach Stammzell-Transplantation 
 
T- und NK-Zellen bilden ein komplementäres System in der zellulären Immunabwehr. T-
Zellen gehören zu dem so genannten adaptiven Immunsystem, d. h. sie sind „lernfähig“. Sie 
benötigen dazu antigenpräsentierende Zellen wie dendritische Zellen. Bei diesem Prozess 
entwickeln sie sich von naiven zu Effektor- und anschließend zu Memory/Gedächtniszellen. 
Die Erkennung von Antigenen läuft dabei über MHC-Komplexe, MHC-I bei den CD8+ 
zytotoxischen T-Zellen und MHC-II bei den CD4+-Suppressor-T-Zellen. Auch bei NK-
Zellen gibt es einen Funktionsweg über MHC-Moleküle. Sie erkennen das Fehlen der 
MHC-I Moleküle auf ihren Zielzellen (Kärre 1985). Sind die MHC-I Moleküle auf der 
Zielzelle vorhanden, führt deren Bindung zu einem inhibierenden Signal, fehlen sie, fehlt 
auch das inhibierende Signal und die NK-Zelle startet ihre Immunantwort und schaltet die 
Zelle aus. Ruhende NK-Zellen unterliegen einem Gleichgewicht von aktivierenden und 
inhibierenden Signalen (Lanier 1998, Silvennoinen 1988). Es gibt Hinweise, dass auch NK-
Zellen Gedächtniszellen bilden können und dann Interaktionen mit dendritischen Zellen 
eingehen. Das spricht dafür, dass NK-Zellen eine Zwischenposition im adaptiven und 
angeborenen Immunsystems darstellen (Walzer et al. 2005a, Walzer et al. 2005b). 
Wie in dem vorangestellten Abschnitt beschrieben, wird das Immunsystem des Patienten 
vor einer Transplantation mit der Hochdosischemotherapie suppremiert. Nach erfolgter 
Transplantation erfolgt eine Regeneration des neuen Immunsystems. Dies erfolgt qualitativ 
und quantitativ unterschiedlich schnell. Die Normalisierung des Immunsystems dauert bei 
Erwachsenen ca. 3-5 Jahre, bei Kindern ca. 1-3 Jahre (Storek et al. 2001). Das ist auf den 
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zunehmenden Funktionsverlust des Thymus im Alter zurückzuführen (Eyrich et al. 2001, 
Thomas et al. 1986). Diese Immunrekonstitution unterliegt zahlreichen weiteren Faktoren, 
nicht nur dem Alter des Patienten. So haben auch Transplantat-Quelle, 
Transplantataufarbeitung und das im Empfänger herrschende Netzwerk von Zytokinen 
einen großen Einfluss (Joshi et al. 2001, Kerst et al. 1993, Miller et al. 1997). Dabei ist 
allerdings unbekannt, ob Polymorphismen in den Zytokinen die Immunrekonstitution 
beeinflussen (Fishman et al. 1998). 
Im Folgenden soll auf die Immunrekonstitution nach Transplantation eingegangen werden. 
Dabei ist darauf hinzuweisen, dass das Erscheinen der unterschiedlichen Subpopulationen 
des Immunsystems im peripheren Blut starken interindividuellen Schwankungen unterliegt. 
Als erstes kommt es zu einer überschießenden CD56+ NK-Zell-Population in den ersten 
beiden Monaten nach Transplantation. Zwei bis drei Monate nach Transplantation folgt der 
Take der CD8+ zytotoxischen T-Zellen, welche vorrangig dem Gedächtnistyp entsprechen. 
Die naiven Subtypen folgen nach ca. einem halben Jahr. In der zweiten Hälfte des ersten 
Jahres nach Transplantation folgen die CD4+ T-Helfer-Zellen, wodurch es zu einer 
schrittweisen Umkehr der CD4/CD8-Ratio kommt. Es konnte gezeigt werden, dass die 
Rekonstitution der T-Zellen abhängig von der Zahl der bei der Transplantation infundierten 
T-Zellen ist (Roux et al. 1996). Drei bis sechs Monate nach Transplantation erscheinen die 
ersten CD19+ B-Zellen im peripheren Blut, sie können bis zur Beendigung des ersten Jahres 
Normwerte erreichen. Allerdings schaffen das nur ca. 20% der Patienten. Auch die 
Subklassen der Immunglobuline erholen sich unterschiedlich schnell (D'Sa et al. 2003). 
Phagozyten erholen sich innerhalb der ersten 100 Tage nach Transplantation.    
Aufgrund der lang anhaltenden Immunsuppression der Patienten bis zur Ausreifung des 
neuen Immunsystems und der Alloreaktivität von T-Zellen kann es in den ersten Monaten 
nach Transplantation zu Komplikationen kommen. Dazu zählen Infektionen, Auftreten 
eines Rezidivs und GvHD. 
 
Infektionen 
Die Gefahr an opportunistischen, nosokomialen oder anderen Keimen zu erkranken ist in 
den ersten Monaten nach Transplantation sehr hoch. Eine Depletion der T-Zellen im 
Transplantat erhöht nachweislich die Gefahr einer Infektion mit grampositiven Bakterien 
(Daly et al. 2003). In Abbildung 8 sind die häufigsten Infektionen in den unterschiedlichen 
Stadien nach Transplantation dargestellt. In der Neutropeniephase (den ersten 30 Tagen 
nach Transplantation) treten vor allem Infektionen mit grampositiven und –negativen 
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Bakterien, Herpes Spezies und Pilzinfektionen auf (American Society for Blood and 
Marrow Transplantation, 2000). Zwischen Tag 30 und Tag 100 stehen vor allem virale 
Infektionen, vorrangig CMV, im Focus. Später folgen vor allem Pneumocystis carinii 
Infekte (D'Sa et al. 2003, Hauke et al. 1998, Hromas et al. 1994). Vor allem CMV-
Infektionen stellen ein großes Problem in der Klinik dar. Sie können Pneumonien und 
Myelosuppression auslösen und sogar zu Transplantatversagen führen (Reusser et al. 1991). 
Die Mortalitätsrate ist mit 50% vergleichsweise hoch (Boeckh et al. 1996). Kawalk et al. 
beschrieben auch einen Zusammenhang zwischen dem Alter, der CMV-Reaktivierung und 
der damit assoziierten Verzögerung der Rekonstitution von T- und B-Zellen (Kalwak et al. 
2002). Auch invasive Aspergillosen treten bei ca. 10% der Kinder auf und sind mit einer 
Mortalitätsrate von 50% assoziiert (Groll 2001). Bei der Abwehr von Aspergillosen spielen 
T-Zellen eine große Rolle, eine INF-γ abhängige T-Helfer-Antwort ist dafür nötig (Bozza et 
al. 2002, Einsele 2003, Netea et al. 2004, Netea et al. 2003). 
 
 
 
Abbildung 6: Übersicht der Infektionen nach Transplantation. Beschrieben sind die  
                             unterschiedlichen Infektionen in den verschiedenen Stadien nach Transplantation. 
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Rezidiv 
Die Immunrekonstitution hat auch Einfluss auf die Rezidiv-Rate. Eine frühe Rekonstitution 
von T-Zellen ist mit einer niedrigeren Rezidivrate verbunden, wohingegen eine verzögerte 
Rekonstitution zu einer signifikant erhöhten Rezidivrate führt (Kalwak et al. 2003, Porta et 
al. 2004, Reddy et al. 2004). Die Kontrolle über ein aufkommendes Rezidiv erfolgt über die 
minimale Resterkrankung (MRD) (Uzunel et al. 2003). Bei einem kippenden Chimerismus, 
d. h. bei vermehrtem Auftreten autologer Zellen, erhöht sich die Gefahr eines Rezidivs. 
Hier kann dann z. B. durch Donor-Lymphozyten-Infusionen (DLI) interveniert werden und 
in einigen Fällen konnte damit ein drohendes Rezidiv abgewendet werden (Bader et al. 
1999). 
 
GvHD 
Unter der Graft versus Host Disease versteht man eine schwere, vor allem T-Zell-bedingte 
Komplikation nach allogener Transplantation oder DLI (Bensinger et al. 1996, Murphy et 
al. 2001). Sie entsteht vor allem durch die Produktion von inflammatorischen Zytokinen 
durch T-Zellen und deren Folgen (Abbildung 6). T-Zellen werden abhängig von ihrem 
Zytokin-Milieu in Untergruppen unterteilt. Dazu zählen TH1 und TH2-Zellen (Behrens et 
al. 2007, Radeke et al. 2005, Waibler et al. 2007, Wood und Sakaguchi 2003, Wynn 2005). 
Der TH1-Typ bildet IL-1, -2, -6 und INF-γ, was die GvHD fördert. Der TH2-Typ bildet IL-
4, -5 und -13, welche einen Gegenspieler zur GvHD darstellen (Kobayashi et al. 1997, 
Tanaka et al. 2000). Kommt es zu einem so genannten TH1-Shift kann es zu einer GvHD 
kommen. Es gibt mehrere Möglichkeiten einer GvHD vorzubeugen. Einmal kann das 
pharmakologisch durch den Einsatz einzelner oder mehrerer Präparate (Tabelle 6) (Elhasid 
et al. 2000, Lazarus et al. 1984, Sullivan et al. 1986) geschehen. 
Des Weiteren kann einer GvHD durch eine T-Zell-Depletion vorgebeugt werden, entweder 
direkt im Transplantat oder durch den Einsatz von Anti-T-Zell-Antikörpern wie 
MabCampath (Anti CD52) oder OKT-3 (Anti CD3) (Hale 1988) zur in vivo Depletion der 
T-Zellen. Allerdings soll auch hier noch einmal darauf hingewiesen werden, dass mit der T-
Zell-Depletion auch der erwünschte und zum Teil lebenswichtige GvT-Effekt verloren geht. 
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Tabelle 6: Pharmakologische Prophylaxe von GvHD [nach www.uptodate-online.com] 
 
Präparat(e) 
 
GvHD 
[%] 
    
 
keine 
 
52-100 
Methotrexat 56-70 
Cyclosporin 33-54 
ATG-Methotrexat-Prednison 21 
Cyclosporin-Methotrexat 15-33 
Cyclosporin-Prednison 12-21 
Cyclosporin-Methotrexat-Prednison 
            
9-32 
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2. Zielsetzung der Arbeit 
 
Das alkylierende Agens Treosulfan hat in der Inneren Medizin eine lange Tradition bei der 
Behandlung maligner Erkrankungen, wie z. B. dem Ovarialkarzinom oder auch bei 
Leukämien. In der pädiatrischen Onkologie findet bisher, das zu Treosulfan strukturell sehr 
ähnliche Busulfan Anwendung. Studien in der Inneren Medizin zeigen, dass Busulfan im 
Vergleich zu Treosulfan ein höheres Risiko für zahlreiche Nebenwirkungen birgt. 
Bisher gibt es nur wenige in vitro Daten zum Vergleich der Wirkung von Treosulfan und 
Busulfan auf Leukämie- und Tumorzellen pädiatrischer Patienten und keine Daten zur 
Wirkung auf Leukozyten. Daher ist es Ziel dieser Arbeit, in vitro und in vivo 
Untersuchungen zur Wirkung von Treosulfan und Busulfan auf maligne Zellen 
pädiatrischer Patienten mit verschiedenen Leukämien und Zellen gesunder Spender 
durchzuführen.  
 
Im Einzelnen soll Folgendes erarbeitet werden: 
 
In vitro Untersuchungen 
· Etablierung einer Methode zur Messung der Zytotoxizität von Treosulfan und 
Busulfan auf pathologische Zellen in Patientenmaterial. 
· Bestimmung der Zytotoxizität von Treosulfan und Busulfan auf frisch isolierte 
leukämische Zellen  pädiatrischer Patienten. 
· Bestimmung der Zytotoxizität von Treosulfan und Busulfan auf Lymphozyten-
Subpopulationen und Stammzellen gesunder Spender. 
· Interaktion von Treosulfan und Busulfan mit dem Purinanalogon Fludarabin, da 
zahlreiche pädiatrische Behandlungsprotokolle neben Busulfan auch Fludarabin 
enthalten.  
 
In vivo Untersuchungen 
· Immunrekonstitution eines Patienten mit AML, der in einer Pilotstudie mit 
Treosulfan konditioniert wurde, im Vergleich mit einer Patientengruppe, die 
Busulfan erhielt.  
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3. Material und Methoden 
 
 
Die Arbeit wurde im Labor für Stammzelltransplantation und Immuntherapien der 
Kinderklinik des Universitätsklinums Frankfurt angefertigt. Hier standen auch die im 
Folgenden genannten Geräte zur Verfügung.  
 
 
3.1. Geräte, Verbrauchsmaterialien, Chemikalien, Zellen  
 
3.1.1. Geräte 
 
Brutschrank, 5% CO2-begast, rH 90%  Heraeus Instruments GmbH, Hanau 
CliniMACS-Gerät     Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 
Durchflusszytometer:  
· XL-MCL 
4-Farbdurchflusszytometer   Beckmann Coulter, Krefeld 
· CYTOMIX FC500  
5-Farbdurchflusszytometer   Beckmann Coulter, Krefeld 
· FACS-CaliburTM 
4-Farbdurchflusszytometer   Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
Elektro-Gelblotter     PEQLAB Biotechnologie, Erlangen 
Gelelektropherese     PEQLAB Biotechnologie, Erlangen 
Netzgerät für Elektrophorese und Blot  Biometra, Göttingen 
Mikroskop, Durchlicht, AXIOVERT-25  Carl Zeiss Service, Jena 
Pipetten, Eppendorf-Serie Reference  Eppendorf, Hamburg 
Schüttler VIBRAX-VXR    IKA Janke und Kunkel, Staufen 
SpectraFluor Absorbance Reader 
   Filter: 540 nm     Tecan, Crailsheim 
Waage, Laborwaage     Sartorius AG, Göttingen 
Wasserbad       Grant Instruments, Berlin 
Vortexer       IKA Janke und Kunkel, Staufen 
Zentrifugen: 
· Tischzentrifuge Multispin   Eppendorf, Hamburg 
· Laborzentrifuge Multifuge-4K-R  Thermo Elektron GmbH, Karlsruhe 
· Kühlzentrifuge BIOFUGE-FRESCO Heraeus Instruments GmbH, Hanau 
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3.1.2. Verbrauchsmaterialien 
 
Auslaufpipetten (2, 5, 10, 25, 50 ml)  Costar Offenburg 
steril, einzeln verpackt 
CliniMACS Tubing Set    Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 
Nitrozellulose-Filter     Protrans, Hockenheim 
Röhrchen für Durchflusszytometrie  Sarstedt, Nürnbrecht 
5 ml, 75x12 mm ø 
Reaktionsgefäße 1,5 ml    Falcon, München 
Reaktionsgefäße, 15 und 50 ml   Falcon, München 
Zellkulturflaschen 12,5; 25; 80; 175 cm2  Nunc, Wiesbaden 
Zellkulturplatten 6-, 12-, 24-, 96-Well-Platten Falcon-München 
 
3.1.3. Chemikalien, Medien und Zusätze 
 
CliniMACS PBS/EDTA Puffer   Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 
Flow-CountTM -Fluoropheresbeads   Beckmann Coulter, Krefeld 
Blockingpuffer Blotto     SantaCruz Biotech, Heidelberg 
Ficoll-Dichtegradientenlösung   Seromed Biochrom, Berlin 
 Dichte von 1,077 ± 0,001 g/cm3 
FLT-3-Ligand      CellSystems, St. Katharinen 
Fötales Kälber Serum (FCS) Gold   PAA Laboratories GmbH, Österreich 
L-Glutamin      Gibco, Paisly, Broßbritanien 
LS-Puffer       Miltenyi Biozech, Bergisch Gladbach 
Humanes Plasma      BSD Hessen, Frankfurt 
Interleukin 2 (IL-2)     Chiron, München 
Interleukin 3 (IL-3)     CellSystems, St. Katharinen 
Interleukin 6 (IL-6)     CellSystems, St. Katharinen 
Phosphat gepufferte Salzlösung (PBS)  PAA, Linz 
Stammzell-Faktor     CellSystems, St. Katharinen 
Zellkulturmedium: 
· X-Vivo 10      Cambrex, Verviers 
· RPMI 1640     Sigma, Poole, Hants, GB 
· IMDM      Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
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Zytostatika: 
· Treosulfan     Medac, Hamburg 
Stock: 50 mg/ml  
· Busulfan      Pierre Fabre, Freiburg 
Stock: 6 mg/ml 
· Fludarabin     Schering, Berlin 
Stock 10 mg/ml 
 
Treosulfan wurde alliquotiert bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert. Busulfan und 
Fludarabin wurden aus Resten aus Präparationen zur klinischen Applikation, hergestellt von 
der Klinikapotheke des Universitätsklinikums Frankfurt, verwendet.  
 
3.1.4. Antikörper (CD-Nomenklatur siehe Anhang) 
 
Für Bestimmung der Immunstati: 
tetraCHROME (CYT®STAT)   Beckmann Coulter, Krefeld 
 CD45-FITC/CD4-PE/CD8-ECD/CD3-PC5 
 CD45-FITC/CD56-PE/CD19-ECD/CD3-PC5 
CD3-PC5 / ECD      Beckmann Coulter, Krefeld  
CD4-PE / PC5 / PC7     Beckmann Coulter, Krefeld 
CD8-ECD / PC5 / PC7     Beckmann Coulter, Krefeld 
CD14-PE / PC7      Beckmann Coulter, Krefeld 
CD25-PE / PC5      Beckmann Coulter, Krefeld 
CD28-PE       Immunotech, Krefeld 
CD34-PE       Beckmann Coulter, Krefeld 
CD45-FITC      Beckmann Coulter, Krefeld 
CD45RA-FITC      Beckmann Coulter, Krefeld 
CD45RO-PE      Immunotech, Krefeld 
CD69-PE       Immunotech, Krefeld 
HLA-DR-FITC      Immunotech, Krefeld 
7-AAD       Immunotech, Krefeld 
PI        Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
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Für Apoptose-Messungen 
Annexin-V FITC und PI (Apoptose-Kit-I) Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
CD10 in PE oder PC7     Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
CD13 in PE oder PC7     Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
CD19 in PE oder PC7     Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
CD34 in PE oder PC7     Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
CD45 in PE oder PC7     Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
CD133 in PE oder PC7     Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 
 
Für Kontrollen 
IgG1-FITC / PE / ECD     Beckmann Coulter, Krefeld 
IgG1-PC5       Beckmann Coulter, Krefeld 
IgG1-PC7       Beckmann Coulter, Krefeld 
ImmunoTrol      Beckmann Coulter, Krefeld 
 
Für immunomagnetische Selektion 
CliniMACS CD3 Reagent    Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 
CliniMACS CD34 Reagent    Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 
 
Für Western Blotting 
Caspase-3 (H277) Antikörper   SantaCruz Biotech, Heidelberg 
 Isotyp rabbit IgG 
 
3.1.5. Verwendete Zelllinien 
 
Leukämie-Zelllinien 
H9   (T-ALL, ATCC-Nr.: HTB-167; (Gootenberg et al. 1981)) 
K562  (CML, ATCC-Nr.: CCL-243; (Lozzio und Lozzio 1975)) 
Molt 4/8  (T-ALL, ATCC-Nr.: CRL-1582; (Minowada et al. 1972)) 
 
Tumorzelllinien 
SH-SY5Y (Neuroblastom, ATCC-Nr.: CRL-2266TM; (Ross et al. 1983)) 
UKF-NB3  (Neuroblastom; (Cinatl et al. 1993)) 
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3.2. Methoden und Patienten 
 
3.2.1. Pharmakokinetische in vitro Untersuchungen an Zelllinien,  
              Patientenproben und normalen Lymphozyten 
 
Im Rahmen der Doktorarbeit wurden pharmakokinetische in vitro Untersuchungen an 
Leukämie-Zelllinien, an Tumorzelllinien, an frisch isolierten leukämischen Proben 
pädiatrischer Patienten und an gesunden Spenderzellen durchgeführt (Tabelle 7). 
 
 
Tabelle 7: Zusammenfassung der verwendeten Proben zur in vitro Untersuchung der  
                    Zytotoxizität von Treosulfan und Busulfan 
 
 
Leukämie-Zelllinien 
 
     Molt 4/8    (T-ALL) 
     H9             (T-ALL) 
     K562         (CML) 
    
 
Tumorzelllinien 
 
     SH-SY5Y  (Neuroblastom) 
     UKF-NB3  (Neuroblastom) 
    
 
Leukämiezellen von pädiatrischen Patienten (n=21) 
 
     cALL (n=12) 
     reife B-ALL (n=1) 
     reife T-ALL (n=5) (drei Patienten; ein Patient mit drei Untersuchungszeitpunkten) 
     prä T-ALL (n=1) 
     reifes T-NHL (n=1) 
     AML (n=3) (zwei Patienten; ein Patient mit zwei Untersuchungszeitpunkten) 
     BAL (n=1) 
    
 
Zellen gesunder Spender 
 
     T-Zellen (n=3) 
     NK-Zellen (n=2) 
     Stammzellen (n=1) 
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Des Weiteren wurde im Rahmen einer Therapie eines an AML erkrankten Patienten eine in 
vivo Studie zur Immunrekonstitution nach Konditionierung mit Treosulfan und allogener 
KM-Transplantation durchgeführt (Tabelle 8). 
 
Tabelle 8: Zusammenfassung der Patienten zur in vivo Untersuchung zur  
                         Immunrekonstitution nach Treosulfan- bzw. Busulfan-Konditionierung, bei  
                        AML Erkrankung nach mindestens erstem Rezidiv. 
 
 
Konditionierung                                                                                    n 
 
     Treosulfan, Melphalan, Thiothepa                                                     1 
     Busulfan, Cyclophosphamid, Melphalan                                          8 
    
 
 
3.2.2. Isolierung mononukleärer Zellen mittels Ficoll 
 
Aus peripherem Blut (PB) und Buffy-Coats wurden die mononukleären Zellen (MNZ) 
mittels Ficoll-Separation isoliert. Buffy-Coats wurden vom Blutspendedienst Hessen 
(Frankfurt/Main) bezogen.  
Bei dieser Methode werden zwei flüssige Phasen, die Zellsuspension und das Trennmedium 
mit unterschiedlicher Dichte übereinander geschichtet. Durch eine sich anschließende 
Zentrifugation werden die verschiedenen Zellen, abhängig von ihrer spezifischen Dichte, 
aufgetrennt. Als Trennmedium fungiert Ficoll-Paque (Biocoll Separating Solution) mit 
einer Dichte von 1,077 ± 0,001 g/cm3. Auf ca. 15 ml Trennmedium werden ca. 30 ml 
Zellsuspension (PB oder Buffy Coats 1:1 verdünnt mit PBS-Puffer) vorsichtig 
überschichtet. Nach der Zentrifugation des Ficoll-Gradienten (30 min, 399 g, ohne Bremse), 
stellen sich mehrere Phasen dar. In der obersten Schicht befinden sich das Plasma und die 
Thrombozyten. Es schließt sich ein schmaler weißer Ring an, in dem sich die 
mononukleären Zellen (MNZ) befinden. Darunter befindet sich das Trennmedium. Die 
unterste Schicht stellen Erythrozyten und Granulozyten dar. Der weiße Ring MNZ´s wird 
vorsichtig abpipetiert und zweimal mit PBS gewaschen (Zentrifugation bei 300 g, 10 min). 
Anschließend wird das Zellpellet resuspendiert und in das für den jeweiligen Versuch 
vorgesehene Medium aufgenommen.  
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3.2.3. Verwendete Leukämieproben  
 
In der Frankfurter Universitäts-Kinderklinik werden jährlich ca. 25-30 Patienten mit 
Leukämien behandelt. Die Diagnostik der Leukämie-Erkrankungen erfolgt zum einen 
morphologisch, zum anderen mittels Immunphänotypisierung. So konnte für jeden 
Patienten ein spezifisches Oberflächenmarkerprofil sowie Profile der cytoplasmatischen 
und nukleären Antigene für die Leukämie erstellt werden. Zur Immunphänotypisierung der 
Leukämien wurde eine 4-farb durchflusszytometrische Analyse (FACS CaliburTM, Beckton 
Dickinson, Heidelberg, Deutschland) durchgeführt, was zur Diagnose von cALL (n=12), 
reife B- (n=1) und T-ALL (n=5), prä T-ALL (n=1), reifes T-NHL (n=1), AML (n=3), und 
BAL (n=1) beitrug (Tabelle 7).  
Nach Einverständnis der Eltern und der Frankfurter Ethikkommission zur Durchführung der 
Studie wurden die Restproben der Leukämietypisierung anonymisiert für die vorliegenden 
Untersuchungen frei gegeben (Nummer des Ethik-Votums: 157/03). Um die 
pharmakokinetischen Untersuchungen an Leukämie-Zellproben von Kindern vorzunehmen, 
wurden die MNZ der Untersuchungsproben mittels Ficoll isoliert (siehe 3.2.2.). Es wurden 
Knochenmark- sowie periphere Blutproben bei Diagnosestellung (n=14), im Blastenschub 
(n=4) und bei auftretendem Rezidiv (n=6) in die Untersuchungen eingeschlossen. Nach der 
Aufreinigung der mononukleären Zellen mittels Dichte-Gradientenzentrifugation, wurde 
eine mediane Reinheit an 75% leukämischer Zellen erreicht (Range zwischen 45% and 
95%). Die übrige Zellpopulation stellte periphere mononukleäre Zellen des Blutes dar. Der 
Einsatz zweier für den jeweiligen Patienten spezifischer Oberflächenmarker diente später 
zur Abgrenzung von gesunden und malignen Zellen im Durchflusszytometer, um sicher zu 
stellen, dass die gemessene Zytotoxizität tatsächlich aus der Wirkung auf die 
Leukämiezellen resultiert. Zum Einsatz kamen dabei in erster Linie die Antikörper CD10, 
CD19, CD34, CD13, CD45 und CD133, welche mit den Fluoreszenzfarbstoffen PE bzw. 
PC7 markiert waren.  
 
 
3.2.4. Aufreinigungsmethoden von Lymphozyten gesunder Spender 
 
Mit dem Einverständnis der Spender wurden 20 ml Blut oder 5 ml Leukaphereseprodukt 
von 5 gesunden Spendern für die Aufreinigung von CD3+ T-Zellen, CD56+CD3- NK-Zellen 
und CD34+ Stammzellen eingesetzt. T-Zellen und Stammzellen wurden positiv angereichert 
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mittels immunomagnetischen CD3+ bzw. CD34+ Mikrobeads und dem MACS-System von 
Miltenyi (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) (Beck et al. 2006). Zur 
Aufreinigung von NK-Zellen wurde das Rosette-Sep NK-cell enrichment Kit (CellSystems 
Biotechnology, St. Katharinen, Deutschland) verwendet (Beck et al. 2006). Mit beiden 
Methoden lag die Reinheit der Subpopulationen bei ≥ 93%. 
 
 
3.2.4.1 Aufreinigungen mittels CliniMACS 
 
Die Aufreinigung der Stammzellen erfolgte im klinischen Maßstab unter GMP (good 
manufactoring practice) Bedingungen im Rahmen einer Transplantationsvorbereitung. Die 
anfallenden Reste wurden nach erfolgreicher Transplantation und Einwilligung der Eltern 
für diese Forschungszwecke verwendet (Nummer Ethik-Votum: 163/03).  
Zur Aufreinigung von T-Zellen wurde die MACS-Technik von Miltenyi Biotech 
angewandt. Dabei wurden Leukaphereseprodukte nach zweimaligem Auswaschen der 
Thrombozyten mit Intraglobin inkubiert, um unspezifischen Bindungen vorzubeugen (5min, 
4°C). Anschließend erfolgte die Inkubation mit CD3 Microbeads (Eisen-Dextrankolloid-
Antikörper gegen das Oberflächenmolekül CD3) für 30 min bei Raumtemperatur. 
Anschließend wurde die Zellsuspension von überschüssigen, ungebundenen CD3-
Microbeads durch zweimaliges Waschen befreit. Dazu wurde die Zellsuspension auf das 
10-fache Volumen mit Puffer verdünnt und für jeweils 10 min bei 300 g zentrifugiert. In 
dieser Zeit wurde eine Selektionssäule (LS ist geeignet, um > 107 markierte Zellen 
anzureichern) mit LS-Puffer gespült. Die Zellen wurden anschließend auf die sich im 
Magnetfeld befindliche Säule aufgetragen. Bei dem Durchlauf der Säule wurden alle 
Microbead-markierten Zellen im Magnetfeld gehalten. Nach mehrmaligem Waschen mit 
Puffer, um die ungebundenen Zellen aus der Säule zu entfernen, wurde die Säule aus dem 
Magnetfeld entfernt und die gewünschten Zellen mittels Puffer aus der Säule gespült und 
aufgefangen.  
 
 
3.2.4.2. Aufreinigung mittels Rosette Sep-Kit 
 
Die Aufreinigung von NK-Zellen erfolgte mittels „Human NK cell Enrichment Cocktail“ 
(StemCell Technologies Inc, Großbritannien). Dabei werden alle unerwünschten Zellen 
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depletiert, wobei die Prozedur einer herkömmlichen Ficoll-Trennung ähnelt. Ein Mix an 
spezifischen Antikörpern (so genannte Tetramere-Antiköper-Komplexe (TAC)) vernetzten 
die unerwünschten hämatopoetischen Zellen mit Erythrozyten.  
Es wurden 50 µl des Mixes pro 1 ml peripheren Blutes miteinander gemischt und für 20 
min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die Probe im Verhältnis 1:1 mit 
PBS + 2% FCS gemischt. Dieses Gemisch wurde dann einer herkömmlichen Ficoll-
Trennung unterzogen (siehe Kapitel 3.2.2.). Dabei wurden alle ungewollten Zellen mit den 
Erythrozyten durch das Trennmedium gezogen, in dem weißen Ring an MNZ über dem 
Trennmedium befanden sich dann nur noch die zu isolierenden Zellen.  
 
 
3.2.5. Kultivierung und Expansion von Zellen 
 
Die Kultivierung von Zelllinien, primären Leukämiezellen und gesunden Zellen erfolgte bei 
37°C und 5%iger CO2 Atmosphäre und 90% Luftfeuchte. 
 
 
3.2.5.1. Kultivierung und Expansion von Zelllinien 
 
Die Zelllinien H9 und K562 wurden in RPMI 1640 Medium (Sigma, Poole, Hants, 
Großbritannien), und die Zelllinien Molt 4/8, UKF-NB3 und SH-SY5Y in IMDM (Iscoves 
Modified Dulbeccos Medium, Sigma-Aldrich, St. Louis-Missouri, USA) kultiviert. Beide 
Medien wurden mit  10% FCS (Fetales Kälberserum Gold, PAA Laboratories GmbH, 
Österreich) und 2 mM L-Glutamin (Gibco, Paisly, Großbritannien) versetzt.  
 
 
3.2.5.2. Kultivierung und Expansion von primären Leukämiezellen 
  
Primäre leukämische Zellen wurden in RPMI 1640 Medium (Sigma, Poole, Hants, 
Großbritannien), angereichert mit 20% FCS (Fetales Kälberserum Gold, PAA Laboratories 
GmbH, Österreich) und 2 mM L-Glutamin (Gibco, Paisly, Großbritannien), kultiviert. 
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3.2.5.3. Kultivierung und Expansion von normalen Lymphozyten 
 
Aufgereinigte hämatopoetische Stammzellen wurden in X-Vivo 10 Komplettmedium 
(Cambrex, Verviers) versetzt mit 5% FCS (Fetales Kälberserum Gold, PAA Laboratories 
GmbH, Österreich), 2 mM L-Glutamin (Gibco, Paisly, Großbritannien) und den 
rekombinanten humanen Proteinen: Flt-3-Ligand und Stammzell-Faktor (je 100 ng/ml) 
sowie Interleukin-3 und -6 (je 20 ng/ml) (IL-3 und IL-6, Cellsystems Biotechnology, St. 
Katharinen, Deutschland) kultiviert.  
T- und NK-Zellen wurden ebenfalls in X-Vivo 10 Komplettmedium (Cambrex, Verviers) 
mit 5% FCS (Fetales Kälberserum Gold, PAA Laboratories GmbH, Österreich), 2 mM L-
Glutamin (Gibco, Paisly, Großbritannien) und unter zusätzlicher Zugabe von 100 IU/ml (für 
T-Zellen) und 1000 IU/ml (für NK-Zellen) rekombinantem humanem Interleukin-2 (IL-2, 
Chiron, Ratingen, Deutschland) kultiviert. Nach dieser Expansion der Zellen für 3-15 Tage 
wurde der Zytotoxizitäts-Test durchgeführt. 
 
3.2.6. Grundlagen der Durchflusszytometrie 
 
Früher konnte man hämatopoetische Zellen nur auf Grund ihrer Morphologie im Mikroskop 
charakterisieren. Seitdem zahlreiche Oberflächenproteine, so genannte Antigene, auf 
immunologischen Zellen identifiziert wurden, konnten neue Methoden zur 
Charakterisierung unterschiedlicher Zellen entwickelt werden. Die auf den Zellen 
befindlichen Antigene können mit Hilfe von Antikörpern detektiert werden, wenn sie mit 
einem Farbstoff konjugiert werden. Das kann zum einen im Fluoreszenzmikroskop, zum 
anderen im Durchflusszytometer erfolgen.  
Bei der Durchflusszytometrie können mittels Laserlicht auf Einzelzellebene sowohl 
morphologische als auch antigene Eigenschaften detektiert werden.  
Die morphologischen Eigenschaften werden dabei durch die Streuung des Laserlichtes 
erfasst. Eine Streuung im 0° bis 10°-Winkel wird als Forward-Scatter (FCS) und die 
Ablenkung des Lichtes im 90°-Winkel wird als Side-Scatter (SSC) bezeichnet. Dabei 
entspricht der FCS der Zellgröße, der SSC charakterisiert die Granularität (Abbildung 7).  
Die antigenen Eigenschaften werden durch die Erfassung von Fluoreszenzen charakterisiert. 
Man nennt diese Methode auch Immunphänotypisierung. Antikörper werden dabei mit 
Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt, welche durch einen 488 nm Argon-Ionen-Laser erfasst 
werden. Dabei ist es vom Gerät abhängig, wie viele Fluoreszenzen in einer Probe 
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untersucht werden können. Bei einem 4-farb Gerät können 4 Fluoreszenzfarbstoffe 
gleichzeitig eingesetzt werden. Dabei wurde in den in dieser Arbeit dargestellten 
Untersuchungen im Fluoreszenzkanal (FK) 1 FITC (Fluorescein-Isothhiocyanat), im FK 2 
PE (Phycoerythrin), im FK 3 ECD (energy coupled dye) und im FK 4 PC5 (Phycoerythrin-
Cyanin 5) eingesetzt (Abbildung 7). Im Falle des 5-farb Gerätes CYTOMIX FC500 kommt 
im FK 5 PC7 (Phycoerythrin-Cyanin 7) hinzu. Diese Fluoreszenzfarben werden durch den 
Laser zur Emission von Licht mit bestimmter Wellenlänge angeregt, das anschließend mit 
spezifischen Detektoren nach elektronischer Verstärkung durch einen Photomultiplier 
(PMT) erfasst wird.  Aber auch andere Farbstoffe können mit diesem Laser angeregt werde, 
z. B. Propidiumiodid (PI) und 7-AAD, welche beide als Totfarbstoff fungieren, womit eine 
Einschätzung der Vitalität der zu messenden Probe erfolgen kann.  
 
 
 
Abbildung 7: Aufbau eines 4-farb Durchflusszytometer. Dargestellt sind der Laser, der Forward- 
 Scatter (FCS) und der Side-Scatter (SSC) mit denen die Zellen nach Größe und  
 Granularität unterschieden werden, die 4 Fluoreszenzkanäle und die in den  
 Kanälen verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe.  
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Durch die gezielte Kombination von mehreren Antikörpern können mittels einer so 
genannter Gatingstrategie einzelne Subpopulationen von Zellen dargestellt werden (siehe 
auch Abbildung 9). Dabei werden die zu untersuchenden Populationen sytematisch durch 
Markerkombinationen und Setzen von Gates eingeschränkt.  
 
3.2.7. Bestimmung der Zellzahl 
 
Die Bestimmung der Gesamtzellzahl erfolgte zum einen mit einem herkömmlichen 
Blutzellzählgerät (Coulter AC-T, Beckman Coulter, Krefeld). Die Bestimmung der genauen 
Zellzahl, unter Einbeziehung der Vitalität der Probe, erfolgte durchflusszytometrisch am 
CYTOMIX FC500 oder XL-MCL von Beckman Coulter (Krefeld). Dabei wurde PI oder 
7AAD als Tot-Farbstoff zur Bestimmung der Vitalität der Probe verwendet. Durch den 
gleichzeitigen Einsatz von Flow-CountTM -Fluoropheresbeads konnte eine quantitative 
Analyse erfolgen. Die Flow-CountTM -Fluoropheresbeads werden in exakt gleichem 
Volumen wie die Probe eingesetzt. Durch das Bekanntsein der genauen Konzentration der 
Beads-Mikrokügelchen kann mit nachstehender Formel die absolute Zahl der Zellen 
bestimmt werden: 
 
(Formel 1) 
        Gesamtzahl gezählter Zellen 
Absolutzellzahl (Zellen/µl)  =                                                                  x Beads-Konzentration 
        Gesamtzahl gezählter Beads 
 
 
3.2.8. Bestimmung der Zytotoxizität 
 
 Die Zellen wurden für 24 h, 48 h oder 72 h mit ansteigenden Konzentrationen von 
Busulfan (0-1000µM) und Treosulfan (0-1000 µM) alleine oder in Kombination mit 
Fludarabin (0-200 µM) in Triplikaten inkubiert. 
 
 
3.2.8.1. Bestimmung der Zytotoxizität mittels MTT-Assay 
 
In den 80er Jahren wurde ein sehr schneller, effizienter Test, erstmals beschrieben durch 
Mosmann et al. (Mosmann 1983), zur in vitro Testung von Drug-Zytotoxizität eingeführt. 
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Dieser so genannte MTT-Assay misst die Fähigkeit lebender Zellen, das lösliche 
Tetrazoliumsalz 3-(4,5-Dimethyl-2-Tetrazolyl)-2,5-Diphenyl-2H Tetrazolium-Bromid 
(MTT) in ein unlösliches Formazan-Präzipitat zu überführen.  
 
Abbildung 8: Dem MTT-Assay zugrunde liegende Reaktion. Die Umsetzung von MTT zu 
Formazan erfolgt durch die mitochondriale Dehydrogenase. 
 
Nach der Aufnahme des Tetrazoliumsalzes in die vitale Zelle kommt es in den 
Mitochondrien zu der in Abbildung 8 dargestellten Reaktion, in der das lösliche, gelbe 
MTT zu blauen Formazan-Kristallen umgesetzt wird. Diese kristallinen Formen sind 
impermeabel für die Zellmembran, wodurch es zu einer intrazellulären Akkumulation des 
Formazans kommt.  
Durch die Lyse der Zellen mittels geeigneten Detergenzien und der Beifügung von Alkohol 
werden die Formazan-Kristalle frei und solubilisiert. Dabei ist die Anzahl der lebenden 
Zellen direkt proportional zu der gebildeten Formazan Menge. Dadurch kann durch den 
gleichzeitigen Einsatz von unbehandelten Kontrollen direkt auf die Wirkstärke der zu 
testenden Substanz geschlossen werden. Die Farbintensität kann an einem ELISA-Gerät bei 
einer Wellenlänge von 500-600 nm als optische Dichte gemessen werden. An einem 
Mikrotiterplatten-Lesegeräte kann mittels dieses colorimetrischen Testes eine große 
Probenanzahl in sehr kurzer Zeit analysiert werden. In zahlreichen Arbeiten wurde dieser 
Assay genutzt, wodurch eine gute Vergleichsmöglichkeit zu anderen veröffentlichten Daten  
(Werner et al. 2007) herangezogen werden kann.  
Für den Test wurden nach Inkubation mit den Zytostatika 105 Zellen aus der Zellkultur in 
96-Well-Platten transferriert, 500 µg/ml MTT hinzugefügt und für 4 h bei 37°C und 5%iger 
CO2-Atmosphäre inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit Isopropanol absolut + 2% 
2N HCl lysiert. Um die optische Dichte des alkohollöslichen Formazans zu messen, wurde 
der Tecan Spectra-mini (Crailsheim, Deutschland) mit einem 540 nm Filter genutzt.  
3-(4,5-Dimethyl-2-Tetrazolyl)-2,5-Diphenyl-
2H Tetrazolium-Bromid (MTT)  
NH
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Material und Methoden 
 
48 
3.2.8.2. Bestimmung der Zytotoxizität mittels durchflusszytometrischem Assay 
 
Mit dem MTT-Assay war es möglich Zelllinien hinsichtlich ihrer Vitalität zu beurteilen. 
Bei der Untersuchung von Patientenzellen reichte dieser Assay nicht aus, da die Proben von 
Patienten neben malignen Zellen auch gesunde Zellen enthielten. Daher war es nötig, ein 
anderes Testverfahren zu etablieren, in dem, in einem ersten Schritt, zwischen gesunden 
und malignen Zellen unterschieden wird, um dann eine Aussage über die Vitalität der 
malignen Zellen zu treffen. Desweiteren sollten nicht nur tote, sondern auch apoptotische 
Zellen detektiert werden.  
 
Die Apoptose, auch programmierter Zelltod genannt, ist im Gegensatz zur Nekrose ein 
streng geordneter Prozess, in dem in der Zelle eine Signalkaskade abläuft, die letztendlich 
im Zelltod mündet. Erstmals wurde die Unterscheidung von Nekrose und Apoptose durch 
Wyllie et al. (Wyllie 1985) beschrieben. In vitalen Zellen sind Phosphadidylserin-Moleküle 
in der Zellmembran nach innen verankert. Im Verlauf der Apoptose werden diese Moleküle 
auf die Außenseite der Membran transferiert, welche durch den Antikörper AnnexinV 
detektiert werden können. In einer sehr späten Phase der Apoptose wird die Zellmembran 
der Zelle durchlässig, wodurch der DNA-interkalierende Marker PI (Propidiumiodid) 
eindringen kann und damit wird die Zelle als tot erfasst.  
5-farb durchflusszytometrische Messungen wurden am Beckman Coulter CYTOMIX 
FC500 durchgeführt. Um zwischen dem Anteil von lebenden, apoptotischen und toten 
Zellen zu unterscheiden, wurden PI und AnnexinV (AnnexinV-FITC Apoptosis Detction 
KitI PartA, BD Bioscience Pharmingen, San Diego, USA) eingesetzt. In der gleichen 
Analyse wurden die Zellen mit zwei zusätzlichen Markern angefärbt, um zwischen 
gesunden Lymphozyten und leukämischen Zellen zu differenzieren. Dazu wurden 
Phycoerythrin (PE) oder Phycoerythrin-Cyanin 7 (PC7) konjugierte Antikörper eingesetzt, 
welche gemäß der bekannten immunologischen Phänotypisierung der Leukämie ausgewählt 
wurden. Häufigerweise wurden die Antikörper gegen CD10, CD19, CD34, CD13 und/oder 
CD133 verwendet (Zimmermann et al. 2005).  
Basierend auf dem durchflusszytometrischen Assay von Zimmermann et al. und Kloess et 
al. wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit erneute Optimierungen des Assays 
vorgenommen. Für diese Messungen wurden die Zellen folgendermaßen vorbereitet: nach 
der Kultivierung mit und ohne Zytostatika wurden die Zellen zweimal in PBS gewaschen 
(Zentrifugation: 5 min, 257 g). Anschließend wurden die Zellen in einer Konzentration von 
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1 x 106 Zellen/ml in einfach konzentriertem Bindepuffer (im AnnexinV-FITC Apoptosis 
Detction KitI PartA enthalten) aufgenommen. Davon wurden 100 µl (entspricht 1 x 105 
Zellen) in ein Röhrchen zur durchflusszytometrischen Messung überführt. Nach Zugabe 
von 5 µl AnnexinV, 10 µl PI und je 10 µl der ausgewählten Antikörper in PE bzw. PC7 
wurde der Ansatz für 15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschließend 
wurden 400 µl Bindepuffer zur Probe hinzugefügt und die durchflusszytometrische Analyse 
fand innerhalb einer Stunde statt. 
Die verwendete Gating-Strategie ist in Abbildung 9 dargestellt. Um Patientenproben 
auszuwerten, wurde eine Mindest-Vitalität in der Zell-Kontrolle >65% festgelegt. 
 
Die zytotoxische Wirkung wurde sowohl für den MTT- als auch für den duchfluss-
zytometrischen-Assay mit folgender Gleichung bestimmt. 
 
(Formel 2) 
                
Experimenteller Wert 
% Zytotoxizität =                                                                 x 100 
            Zellkontrolle 
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Abbildung 9:  Gatingstrategie für die Unterscheidung zwischen lebenden, apoptotischen und 
toten Zellen in Leukämieproben pädiatrischer Patienten (Kombination der 
Marker CD45 und CD3). 
Dotblot I: Übersicht aller Leukozyten (CD45+ Zellen), aufgetragen wurde Größe 
gegen Granularität (FSC und SSC) 
Dotblot II: Die Zellen wurden ungegatet aufgetragen, und Side-Scatter gegen den 
Marker des 5. Fluoreszenzkanals aufgetragen (CD45-PC7). Das CD45+-Gate 
beinhaltete alle mononukleären Zellen, das Gate B alle Lymphozyten. 
Dotblot III: Die Zellen, die positiv für den Marker in der 2. Fluoreszenz (CD3-PE) 
waren, wurden mit Gate E bezeichnet; dieses wiederum ist auf die CD45+ Leukozyten 
gegatet. 
Dotblot IV: Die Zellen wurden auf B und CD45+ gegatet und Side-Scatter gegen PI 
aufgetragen um die Vitalität der Zellen zu überprüfen. 
Dotblot V: Die Zellen sind auf A und B (Lymphozyten) gegatet und der Marker in der 
2. Fluoreszenz (CD3-PE) gegen PI aufgetragen.  
Dotblot VI: Die Zellen sind hier auf C und CD45+ (Leukozyten) gegatet und der Side-
Scatter gegen AnnexinV aufgetragen. Das Gate J zeigt alle CD45+AnnexinV+ 
apoptotische Zellen. 
Dotblot VII: Die Zellen sind auf A und B (Lymphozyten) gegatet und der Marker 
inFluoreszenz 2 (CD3-PE) gegen AnnexinV  
Dotblot IV bis VII dienten als interne Kontrolle und zur Orientierungshilfe zum Setzen 
der Gates in Dotblot VIII. 
Dotblot VIII: Die Zellen wurden auf A, B (Lymphozyten) und E (CD3+-
Zellen)gegatet, d.h. das sind alle Zellen, die sowohl in Gate A lagen als auch positiv für 
die Marker in Fluoreszenz 5 (CD45-PC7) und Fluoerszenz 2 (CD3-PE) waren; diese 
Zellen sind dargestellt im Auftrag PI gegen AnnexinV; Quadrant I3 zeigt die vitalen 
Zellen (AnnexinV-/PI-), Quadrant I4 zeigt die Zellen in der frühen Apoptose 
(AnnexinV+/PI-), Quadrant I2 zeigt die Zellen in der späten Apoptose (Annexin+/PI+) 
und Quadrant I1 zeigt die toten Zellen/Nekrose (Annexin-/PI+).  
I II [CD45] II 
[C und CD45] 
[C und CD45] VI 
[C und CD45] [A und B] V IV 
[A und B und E] [A und B] VIII VII 
PI PI 
PI 
[ungegatet] 
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3.2.9. Untersuchung der Zytostatika-Interaktion 
 
Zur Testung der Zytostatika-Interaktionen wurde die Zelllinie Molt 4/8 mit ansteigenden 
Treosulfan- bzw. Busulfan-Konzentration (0-50 µM) kombiniert mit jeweils 2,5; 6,25; oder 
12,5 µM Fludarabin inkubiert. Die Inkubation erfolgte für 72 h bei 37°C, 5%iger CO2 
Atmosphäre und 90% Luftfeuchtigkeit. Die Messung der Ergebnisse erfolgte mittels des 
beschriebenen optimierten durchflusszytometrischem Assay, unter Verwendung von PI und 
AnnexinV (siehe 3.2.8.2). 
 
3.2.10. Western-Blotting  
 
Der Apoptose-Weg sollte auf eine zweite unabhängige Art und Weise nachgewiesen 
werden. Dies sollte mittels Western Blotting gegen ein typisches Apoptose-Molekül 
erfolgen. Eine Hauptrolle im Apoptose-Weg spielen die so genannten Caspasen, bei denen 
es sich um Proteasen handelt. Ein lohnender Kandidat stellte die Caspase 3 dar, eine 
Aspartat-spezifische Cysteinyl-Protease, welche in der Apoptose-Kaskade relativ früh zum 
Tragen kommt.  
In Abbildung 10 ist ein typischer Apoptose-Weg, bei dem Caspase 3 eine Rolle spielt, 
vereinfacht dargestellt. Die inaktive Pro-Caspase3 wird nach intrazellulären Signalen 
ausgehend von den Mitochondrien über Cytochrom C gespalten, wobei die aktive Form der 
Caspase 3 entsteht. Diese aktiviert dann wiederum eine weiterführende Spaltungskaskade, 
bis hin zum Abbau des Zell-Skelettes, was zum Tod der Zelle führt.    
 
Für den Test wurden Zellen der Zelllinie Molt 4/8 und frisch isolierte ALL-Zellen eines 
Patienten eingesetzt. Die Absolutzahl von ~20 x 106  Zellen wurde für die Protein-
Präparation für Westernblot-Analysen eingesetzt. Zuvor wurden die Zellen für 40 h mit 
steigenden Treosulfan Konzentrationen bei 37°C und 5%tiger CO2-Atmosphäre inkubiert 
(siehe 3.2.5.). Der Gesamtproteingehalt wurde mit 100% Isopropanol präzipitiert (Phenol-
Ethanol-Fällung) und in 1% SDS gelöst. Die Proteine wurden auf Laemmli Gele 
aufgetragen (40 µg pro Spur), aufgetrennt und mittels Elektroblotter auf Nitrozellulose 
Filter (Protrans; Schleicher & Schuell) überführt. Die Blots wurden über Nacht bei 4°C 
geblockt und für 2 h bei Raumtemperatur mit einem IgG-Antikörper (Rabbit), welcher 
gegen Caspase-3 gerichtet war (1:100 Verdünnung in Blockingpuffer) (Santa Cruz 
Biotechnology, Inc, Heidelberg, Deutschland), inkubiert. Der Nachweis der 
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immunreaktiven Peptide erfolgte mittels Chemilumineszens durch Exposition auf 
Röntgenfilmen. Gleichmäßige Beladung des Gels wurde durch den Einsatz von  -Tubulin 
(Santa Cruz Biotechnology Europe, Heidelberg, Germany) verifiziert. 
 
 
 
Abbildung 10: Apoptose-Kaskade. Intrazelluläre Signale über den Cytochrom C-Weg führt zur  
 Aktivierung von Pro-Caspase 3 zu Caspase 3. Dies führt zur Spaltung von Gel- 
 solin, dessen Spaltprodukt zum Abbau von Aktin und damit zum Abbau des 
 Zytoskelettes der Zelle führt. 
 
Mitochondrium 
Cytochrom 
Cytochrom 
Caspase 
ATP/dATP 
Apaf-1 
Pro-Caspase 3 
Caspase 3 
Gelsolin 
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Apoptose 
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3.2.11. In vivo Untersuchungen - Untersuchung der Immunrekonstitution 
 
Treosulfan ist bisher nicht Bestandteil der Konditionierungsprotokolle in der Pädiatrie. Ein 
Patient der Frankfurter Uniklinik wurde aufgrund hoher Zytotoxizitäten in der 
Vorbehandlung vor allogener KM-Transplantation mit Treosulfan konditioniert. Die 
Immunrekonstitution des Patienten nach Transplantation sollte mit der Rekonstitution bei 
Patienten, die mit Busulfan konditioniert wurden, verglichen werden.  
 
 
3.2.11.1. Einschlusskriterien der Patienten 
 
Als Einschlusskriterien der Patienten galt eine Erkrankung an AML mit mindestens erstem 
Rezidiv, die zur Transplantation mit allogenem Knochenmark vorgesehen waren. Die 
Patienten wurden zum einen mit Busulfan, Cyclophosphamid und Melphalan (n=8) und 
zum anderen mit Treosulfan, Melphalan und Thiothepa (n=1) konditioniert. Der Treosulfan-
konditionierte Patient und 6 der 8 Busulfan-konditionierten Patienten befanden sich zum 
Zeitpunkt der Transplantation in Remission (CR2/CR3). Ein weiteres Kriterium war die 
anschließende Überwachung der Immunrekonstitution mittels der Erfassung der Immunstati 
für 14-15 Monate nach Transplantation. 
  
 
3.2.11.2. Messung der Immunstati 
 
Die Erhebung von Immunstaten wird routinemäßig im Labor für Stammzelltransplantation 
und Immuntherapien im Frankfurter Universitätsklinikum durchgeführt. Dabei werden die 
Lymphozytensubpopulationen wie zytotoxische T-Zellen, T-Helfer-Zellen, NK-Zellen, NK-
T-Zellen, B-Zellen und deren Aktivierungszustände durchflusszytometrisch bestimmt. 
Dazu wurden 100 µl Proben peripheren Blutes (PB) mit den entsprechenden monoklonalen 
Antikörpern (Tabelle 10) inkubiert und in einem No-Wash-Verfahren automatisch mittels 
TQ-PREP (Beckman Coulter) lysiert. Anschließend erfolgt die Bestimmung der Immunstati 
(T-, B- NK-Zellen und Untergruppen) mittels dualer Plattform an einem 4-Farb-
Durchflusszytometer XL-MCL (Beckman Coulter), einem 5-Farb Durchflusszytometer 
CYTOMIX FC-500 (Beckman Coulter) und einem elektronischen Zählgerät (SLS, 
Beckman Coulter). Zur Beurteilung einer Population wurden mindestens 500 Events 
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aufgenommen. Bei Proben in der frühen Phase der Immunrekonstitution mit WBC-Zahlen 
unter 100/µl wurden 200-400 µl PB Blut zur Analyse eingesetzt. 
Die Spezifität der verwendeten Antikörper finden sich im Anhang der Arbeit. 
 
 
Tabelle 9: Durchflusszytometrische Panels zur Bestimmung der Immunrekonstitution (CD-
Nomenklatur siehe Anhang) 
 
 
FITC 
 
PE 
 
ECD 
 
PC5 
 
PC7 
 
Lyse 
 
4-Farb-Panels      
CD45 CD4 CD8 CD3 - Immunoprep 
CD45 CD56 CD19 CD3 - Immunoprep 
IgG1 IgG1 IgG1 IgG1 - Immunoprep 
HLA-DR CD69 CD3 CD4 - Immunoprep 
HLA-DR CD69 CD3 CD8 - Immunoprep 
CD45RA CD45RO CD3 CD4 - Immunoprep 
CD45RA CD28 CD3 CD8 - Immunoprep 
- CD45RO CD3 CD8 - Immunoprep 
- CD25 CD3 CD4 - Immunoprep 
CD45 CD14 - - - Immunoprep 
 
5-Farb-Panels 
     
CD45 CD4 CD8 CD3 CD14 Immunoprep 
CD45 CD56 CD19 CD3 CD16 Immunoprep 
IgG1 IgG1 IgG1 IgG1 IgG1 Immunoprep 
HLA-DR CD69 CD3 CD4 CD8 Immunoprep 
CD45RA CD45RO CD3 CD28 CD8 Immunoprep 
CD45RA CD45RO CD3 CD62L CD4 Immunoprep 
CD62L 
          
CD127 
       
CD3 
       
CD25 
        
CD4 
        
Immunoprep 
        
 
FITC: Fluorescein-Isothiocyanat 
PE: Phycoerythrin  
ECD: Phycoerythrin-Texas Red  
PC5: Phycoerythrin-Cyanin 5.1  
PC7: Phycoerythrin-Cyanin 5.3   
 
 
3.2.12. Median-Effekt-Analysen 
 
Um synergistische und antagonistische Effekte zwischen Treosulfan oder Busulfan und 
Fludarabin zu untersuchen wurden Median-Effekt Analysen nach Chou und Talalay (Chou 
und Talalay 1984, Chou 1988) durchgeführt. Mit dieser Methode können Dosis-Effekt 
Verhältnisse in zellulären Systemen untersucht werden. Die Metode zur Untersuchung der 
Zytostatika-Interaktion ist in Kapitel 3.2.9. gargestellt. Die so generierten Messwerte 
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wurden mit Hilfe des Computerprogramms CalcuSyn (Biosoft, Cambridge, 
Großbritannien), basierend auf Median-Effekt-Analysen, ausgewertet. Die Median-Effekt-
Analyse basiert auf dem Masse-Wirkungs-Gesetz und korreliert die Zytostatika-
Konzentration und die Zytotoxizität mit folgender Formel: 
 
fa/fu = (D/Dm)m  
 
D = Zytostatika-Konzentration 
Dm = Median-Effekt-Dosis 
fa = fraction affected durch die Dosis D 
fu = fraction unaffected durch die Dosis D 
m = Koeffizient, der die Sigmoidität der Dosis –Effekt-Kurve anzeigt 
 
Die f`-Werte für jede Zytostatika-Konzentration und für jede Kombination von Zytostatika 
wurden in das Computerprogramm eingegeben. Das Programm berechnet dann Dx, d.h. die 
Zytostatika-Konzentration, die „x“% der Zellen inhibiert. 
Damit kann der CI mit folgender Gleichung berechnet werden: 
 
  (D)1   (D)2 
CI=                              +   
  (Dx)1   (Dx)2 
 
Ein CI < 1 entspricht dabei Synergismus, CI = 1 entspricht einer additiven Wirkung und  
CI > 1 Antagonismus.  
 
 
3.2.13. Statistik und Auswertung 
 
Graphen wurden mittels GraphPadPrism Version 4-00 für Windows (GraphPad Software, 
San Diego, Kalifornien, USA, www.graphpad.com) erstellt. IC50 Werte wurden durch 
Auftragung der Zytotoxizität gegen die verwendete Zytostatika-Konzentration ermittelt. 
Zur Überprüfung der Signifikanz der erhobenen Daten wurde der Mann-Whitney U-Test 
verwendet. Mit diesem parameterfreien statistischen Test wurden die Mediane zweier 
Stichproben verglichen 
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4. Ergebnisse 
 
 
4.1. Untersuchungen an Zelllinien 
 
4.1.1. Korrelation zwischen dem MTT-Assay und einem optimierten 
durchflusszytometrischen Assay zur Bestimmung von Zytostatika-Toxizitäten 
 
Der MTT-Test ist hervorragend für die Arbeit an Zellkulturen geeignet, da die Zellen gut 
synchronisiert werden können. Außerdem kann in Kultur genügend Zellmaterial  produziert 
werden, um Zytotoxizitätstests in ausreichender Anzahl zu gewährleisten. Dabei kann mit 
dem MTT-Assay alleinig die Zytotoxizität einer Substanz auf die gesamte Zellpopulation in 
einem Ansatz gemessen werden, aber eine Differenzierung zwischen verschiedenen 
Zellpopulationen ist nicht möglich. Diese Unterscheidung ist jedoch zur Bestimmung der 
Zytotoxizität auf frisch isolierte Zellen aus Patienten erforderlich, da sich in den Proben 
sowohl Leukämiezellen als auch nicht maligne Zellen befinden (Zimmermann et al. 2005). 
Der Prozentsatz der leukämischen Zellen in den 24 im Rahmen dieser Arbeit untersuchten 
Proben pädiatrischer Patienten lag zwischen 41% und 98%, was eine Differenzierung 
zwischen malignen und nicht malignen Zellen nötig machte. Aus diesem Grund sollte auf 
der Basis des multiparametrischen durchflusszytometrischen Assays von Zimmermann et 
al. zunächst dieser Test so ausgebaut werden, dass eine Unterscheidung zwischen 
apoptotischen und toten Zellen möglich war. Dazu wurden in einer Analyse zusätzlich PI 
und AnnexinV zu den spezifischen Leukämiemarkern, die dem jeweiligen Markerprofil der 
Diagnose entsprachen, eingesetzt (siehe 3.2.3. und 3.2.8.2.). So konnte im Rahmen dieser 
Arbeit der durchflusszytometrische Assay optimiert werden und erlaubte die 
Differenzierung zwischen malignen und nicht malignen Zellen mit der jeweiligen 
Unterscheidung zwischen Zellen in der frühen bzw. späten Apoptose und toten Zellen. 
Diese durchflusszytometrische 5-Farb-Analyse erforderte hohe Ansprüche an die 
Kompensation und die Gatingstrategie innerhalb der Analyse, wie in Abbildung 9 (siehe 
3.2.8.2.) beschrieben. Bevor dieser Test bei Patientenproben angewandt wurde, sollte er an 
den Leukämie-Zelllinien Molt 4/8 und H9 getestet werden, um die Vergleichbarket mit dem 
MTT-Assay abzusichern.  
In Abbildung 11 ist exemplarisch ein Experiment mit der Zelllinie Molt 4/8 dargestellt, in 
dem die Zellen mit drei ausgewählten Konzentrationen Treosulfan, bzw. ohne Treosulfan 
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inkubiert wurden und durchflusszytometrisch der Anteil toter und apoptotischer Zellen 
bestimmt wurde. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 11: Duchflusszytometrische Plots von apoptotischen und toten Zellen nach 
Treosulfan-Inkubation. Molt 4/8  Zellen wurden für 72 h inkubiert ohne 
(Kontrolle) bzw. mit ansteigenden Konzentrationen Treosulfan (siehe Kapitel 
3.2.5.1. und 3.2.8.). Zytotoxizität wurde mittels AnnexinV und PI 
durchflusszytometrisch  gemessen. N1: Tote  Zellen (PI+/AnnexinV-) N2: Zellen 
im späten Stadium der  Apoptose  (PI+/AnnexinV+) N3: lebende Zellen (PI-
/AnnexinV-) N4: Zellen im  frühen  Stadium der Apoptose (PI-/AnnexinV+). Mit 
steigender Treosulfan  Konzentration  kommt es zu einer Verschiebung der Zellen 
von Quadrant N3  (lebend) über  N4 (Apoptose) zu N2 (tot).  
 
Wie in Abbildung 11 dargestellt, ließen sich über 95% der Zellen in der unbehandelten 
Kontrolle weder mit dem Todfarbstoff PI noch mit dem Apoptose-Marker AnnexinV 
anfärben, sie lagen im Quadranten N3. Mit steigender Treosulfan Konzentration kam es zu 
einer Verschiebung der Zellen in den Quadranten N4, die Zellen gingen in ein frühes 
Stadium der Apoptose über, sie waren AnnexinV+, aber noch PI-. Mit Voranschreiten der 
Apoptose durch ansteigende Treosulfan-Konzentrationen wanderten die Zellen in den 
Quadranten N2, sie waren PI+ Annexin+ doppelt positiv und befanden sich im späten 
Stadium der Apoptose. Bei noch höheren Treosulfan-Konzentrationen war schließlich auch 
ein Shift von Quadrant N2 zu N1 zu beobachten. Mit Hilfe der Formel 1 aus dem Abschnitt 
3.2.8. wurde die Zytotoxizität für die eingesetzte Konzentration an Zytostatika bestimmt.  
AnnexinV-FITC 
PI 
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Abbildung 12 verdeutlicht, dass der Prozess der Zytotoxizität über den apoptotischen Weg 
abläuft. So nimmt zunächst bei niedrigen Treosulfan-Konzentrationen der Anteil der Zellen 
in der frühen Apoptose deutlich zu, während bei hohen Konzentrationen der Anteil an PI+ 
AnnexinV+ toten Zellen ansteigt. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 12: Unterscheidung von apoptotischen und toten Zellen mittels AnnexinV und PI 
Färbung. Zellen in einer frühen und späten Phase des Zelltodes während der 
Inkubation von Molt 4/8 Zellen mit steigenden Treosulfan-Konzentrationen für 72 h 
(siehe Kapitel 3.2.5.1. und 3.2.8.) gemessen mittels 5-Farb-Durchflusszytometrie. -
▲- AnnexinV+ PI- Zellen (Zellen in früher Apoptose) 
-♦- PI+ AnnexinV+ Zellen (tote Zellen)  
-■- ∑ Summe der apoptotischen und toten Zellen (Rohdaten siehe Anhang). 
 
 
Im Folgenden wurde für die Zelllinien Molt 4/8 und H9 eine Korrelation zwischen MTT-
Assay und durchflusszytometrischen Assay aufgestellt. Dazu wurde mit beiden Methoden 
der Anteil toter Zellen nach Inkubation mit ansteigenden Treosulfan-Konzentrationen 
ermittelt.  
In Abbildung 13 ist die Korrelation beider Assays graphisch dargestellt. Es konnte ein 
Korrelations-Koeffizient von r=0,99 für Molt4/8 und von r=0,95 für H9 ermittelt werden.  
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Abbildung 13: Vergleich des durchflusszytometrischen Assay mit dem MTT-Assay zur 
Bestimmung der Zytotoxizität von Treosulfan gegenüber Leukämie-
Zelllinien. Die Zellen der Zelllinien Molt4/8 und H9 wurden nach der Anzucht in 
frischem Medium auf 12,5 m2 Kulturflaschen verteilt und ansteigende Treouslfan 
-Konzentrationen hinzugegeben. Nach 72-stündiger Inkubation wurde der 
prozentuale Anteil toter Zellen aus ein und derselben Probe sowohl mit dem 
MTT-Assay als auch mit dem durchflusszytometrischen Assay bestimmt und 
gegeneinander aufgetragen. Treosulfan-Konzentrationen an den einzelnen 
Messpunkten:  
Molt 4/8: 0; 1,75; 3,5; 7,0; 10,5; 17,5 und 35,0 µM  
H9: 0; 17,5; 35,0; 70,0; 105,0; 140,0 und 175 µM. 
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4.1.2. Zytotoxizität von Treosulfan und Busulfan auf Leukämie-Zelllinien 
 
Nachdem zwei voneinander unabhängige Testsysteme etabliert wurden, sollten in ersten 
Versuchen Leukämie-Zelllinien hinsichtlich der Zytotoxizität auf Treosulfan im Vergleich 
zu Busulfan untersucht werden. Dazu wurden drei im Labor etablierte Zelllinien 
ausgewählt, H9 und Molt 4/8 als Vertreter der lymphatischen Zellreihe und K562 als 
Vertreter der myeloischen Zellreihe (Abbildung 14).  
 
In Abbildung 14 sind die Verläufe der Konzentrationsreihen graphisch dargestellt. In 
Tabelle 10 sind die ermittelten IC50-Werte mit Standardabweichungen für beide Zytostatika 
angeben.  
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Abbildung 14: Zytotoxizität von Treosulfan und Busulfan auf Leukämie-Zelllinien. Die Zellen 
aller drei Zelllinien wurden nach der Anzucht in frischem Medium (siehe 3.2.5.1.) 
auf 12,5 cm2 Kulturflaschen verteilt und ansteigende Konzentrationen von 
Treosulfan bzw. Busulfan hinzugegeben. Nach 72-stündiger Inkubation erfolgte die 
Messung mittels MTT-Assay und/oder durchflusszytometrischem Assay. Es sind 
Mediane aus 3 Einzelexperimenten dargestellt. 
-□- Molt   -○- H9 -∆- K562.  
 
 
Tabelle 10: Zusammenfassung der medianen IC50-Werte mit Standardabweichungen für 
Treosulfan und Busulfan auf Leukämie-Zelllinien. 
 
 
Material 
 
 
Typ 
 
 
IC50 Treosulfan 
[µM] 
 
IC50 Busulfan 
[µM] 
    
 
H9 
 
T-ALL 
 
55,0 ± 8,8 
 
122,0 ± 5,4 
Molt 4/8 T-ALL   9,8 ± 2,7   15,7 ± 2,1 
K562 CML 147,0 ± 22,3       540 ± 29,9 
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Trotz der starken Ähnlichkeit beider Substanzen auf Molekülebene zeigt Treosulfan eine 2-
4 fach höhere Effektivität auf Leukämie-Zelllinien gegenüber Busulfan.  
Zusätzlich wurde die Zytotoxizität von Treosulfan und Busulfan auf Leukämie-Zelllinien 
zeitabhängig untersucht. (Abbildung 15). 
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Abbildung 15: Zeitabhängigkeit der Zxtotoxizität von Treosulfan und Busulfan gegenüber der 
Zelllinie H9. Die Zellen der Zelllinie H9 wurden nach der Anzucht in frischem 
Medium (siehe 3.2.5.1.) auf 12,5 cm2 Kulturflaschen verteilt und ansteigende 
Konzentrationen von Treosulfan bzw. Busulfan hinzugegeben. Nach 24 h, 48 h und 
72 h Inkubation wurden Proben zur Analyse mittels MTT oder 
durchflusszytometrischem Assay entnommen. Die Ergebnisse sind exemplarisch für 
die Zelllinie H9 dargestellt  
-□- 24 h   -○- 48 h  -∆- 72 h.  
 
In Abbildung 15 ist zu erkennen, dass Treosulfan und Busulfan zeitabhängig wirken. 
Treosulfan zeigt dabei eine scheinbar stärkere Zeitabhängigkeit. 
 
 
 
Apoptoseinduktion durch Treosulfan 
 
62 
4.1.3. Apoptoseinduktion durch Treosulfan 
 
Die durchflusszytometrischen Bestimmungen zeigten, dass eine Zytotoxizität von 
Treosulfan über Apoptose eingeleitet wird. Dies sollte im Folgenden molekular-biologisch 
mittels Western Blotting gegen das Apoptose-Molekül Caspase 3 überprüft werden. Zum 
Nachweis der Caspase 3 wurden Zellen der Zelllinie Molt 4/8 und Zellen eines an ALL 
erkrankten Patienten für 40 h mit ansteigenden Treosulfan-Konzentrationen parallel zu 
einer unbehandelten Kontrolle inkubiert. Anschließend wurde mit den Protein-
Präparationen der Nachweis auf Caspase 3 mittels Western Blotting durchgeführt (siehe 
3.2.10.).  
Schon niedrige Treosulfan-Konzentrationen reichten aus, um eine erhöhte Produktion der 
inaktiven Pro-Caspase 3 (32 kDa) auszulösen (Abbildung 16). Diese wurde mit 
ansteigenden Konzentrationen zur aktiven Form gespalten (Spaltungsprodukte mit 17 bzw. 
11 kDa), deren Anteil stetig zunahm. Im gleichen Maße verschwand die inaktive Form, sie 
wurde „aufgebraucht“.  
 
 
 
 
Abbildung 16: Induktion der Apoptose durch Treosulfan. Molt 4/8 (A) und leukämische Zellen 
eines pädiatrischen Patienten (ALL) (B) wurden ohne und mit ansteigenden 
Konzentrationen Treosulfan für 40 h inkubiert. Pro-Caspase 3 (32 kDa) und deren 
aktiven Spaltprodukte (17 und 11kDa) wurden mittels Chemilumineszens-Nachweis 
(siehe 3.2.10.) visualisiert. 
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4.1.4. Interaktion von Treosulfan und Busulfan mit Fludarabin bei  
Molt 4/8 Zellen 
 
Als nächstes sollte der Effekt des kombinierten Einsatzes von Treosulfan vergleichend zu 
Busulfan mit dem Peptidanalogon Fludarabin untersucht werden. Dazu wurde die Zelllinie 
Molt 4/8 mit ansteigenden Treosulfan- (0-50 µM; Abbildung 17A) bzw. Busulfan-
Konzentration (0-50 µM; Abbildung 17B) kombiniert mit jeweils 2,5; 6,25 oder 12,5 µM 
Fludarabin. Anschließend erfolgte eine Auswertung der Messdaten mittels 
computergestützter Median-Effekt-Analyse (siehe 3.2.12.) Bei einer Kombination von 
Fludarabin mit einer Busulfan konnte kein additiver oder gar ein synergistischer Effekt 
nachgewiesen werden, es ergab sich immer ein Antagonismus. Hingegen konnte für 
Treosulfan-Konzentration größer 1 µM für die Kombination mit 2,5; 6,25 und 12,5 µM 
Fludarabinein ein deutlicher Synergismus nachgewiesen werden. Bei niedrigeren 
Treosulfan-Konzentrationen kehrte sich der Synergismus zu Antagonismus. Die 
Konzentrationsbereiche, in denen Treosulfan und Fludarabin synergistisch wirken, sind 
bedeutend in der Hochdosis-Chemotherapie. 
 
 
Abbildung 17: Interaktion von Treosulfan bzw. Busulfan mit Fludarabin. Molt4/8 Zellen  
                            wurden für 72 h mit Treosulfan (A) oder Busulfan (B) alleine (0 µM – 50 µM) 
                            und in Kombination mit verschiedenen Konzentrationen Fludarabin (2,5; 6,25 und  
                            12,5 µM) inkubiert. Die Zytotoxizität wurde mittels durchflusszytometrischem  
                            Assay bestimmt. Combination Index plots wurden durch Median-Effekt-Analysen  
                            mittels mutually non-exclusive isobologram equation (obere Kurven) und mutually  
                            exclusive isobologram equation (untere Kurven) erstellt. Ein Kombinationsindex  
                            größer 1 kennzeichnet Antagonismus, kleiner 1 Synergismus (siehe 3.2.12.) 
. 
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4.1.5. Untersuchung der Zytotoxizität von Treosulfan und Busulfan  
              gegenüber Neuroblastom-Zelllinien 
 
Im Vergleich zu den Untersuchungen an leukämischen Zelllinien sollte in Ergänzung die 
Wirkung von Treosulfan und Busulfan gegenüber soliden Tumoren des Kindesalters 
untersucht werden. Exemplarisch wurde dafür das Neuroblastom gewählt, da die Prognose 
bei der Behandlung dieses Tumors nach wie vor nicht zufriedenstellend waren (Simon et al. 
2007, Sung et al. 2007) und die Suche nach Zytostatika, auf die Neuroblastomzellen 
sensitiv reagieren, ein wichtiges Ziel darstellt.  
Aus diesem Grund wurden die etablierten Neuroblastom-Zelllinien UKF-NB3 und SH-
SY5Y ausgewählt. Nach Inkubation der Zellen mit ansteigenden Konzentrationen 
Treosulfan bzw. Busulfan wurde die Zytotoxizität mittels MTT-Assay (Abbildung 18) 
bestimmt. 
 
 
 
Abbildung 18:   Zytotoxizität von Treosulfan und Busulfan auf Neuroblastom-Zelllinien. Die 
Zellen der Neuroblastom-Zelllinien SH-SY5Y und UKF-NB3 wurden nach der 
Anzucht in frischem Medium (siehe 3.2.5.1.) auf 12,5 cm2 Kulturflaschen verteilt 
und ansteigende Konzentrationen von Treosulfan bzw. Busulfan hinzugegeben. 
Nach 72 h Inkubation wurden Proben zur Analyse mittels MTT entnommen. 
(Einzelbestimmung).  
 - ▲- SH-SY5Y           -■- UKF-NB3 
 
 
Wie in Abbildung 18 zu erkennen, zeigt Treosulfan auch bei den Neuroblastom-Zelllinien 
eine bessere Wirksamkeit als Busulfan. Es ergaben sich IC50 Werte für Treosulfan die ca. 
20-30 fach niedriger lagen als die, die für Busulfan benötigt wurden (Tabelle 11).  
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Tabelle 11: Zusammenfassung der IC50-Werte für Treosulfan auf die Tumor-Zelllinien  
                      SH-SY5Y und UKF-NB3. 
 
 
Material 
 
IC50 Treosulfan 
[µM] 
 
IC50 Busulfan 
[µM] 
     
 
SH-SY5Y 
 
3,5 
 
50 
UKF-NB3 2 60 
    
Diese Experimente konnten nur in sehr eingeschränktem Maße durchgeführt werden, da 
sich die Adhärenz der Zellen und die daraus resultierenden Maßnahmen störend auf die 
Messung der Zytotoxizität auswirkten (siehe Diskussion). 
Wirkung von Treosulfan und Busulfan auf Subpopulationen gesunder Lymphozyten und hämatopoetischer 
Stammzellen 
66 
4.2. Unteruchungen an Zellen gesunder Spender 
 
4.2.1. Wirkung von Treosulfan und Busulfan auf Subpopulationen von  
Lymphozyten und auf hämatopoetische Stammzellen 
 
Bei der konventionellen Chemotherapie sind toxische Wirkungen auf das Blut und das 
blutbildende System ein limitierender Faktor, im Vergleich dazu soll in der Hochdosis-
Chemotherapie vor allem die Depletion der Stammzellen gewährleistet werden. Aus diesem 
Grund war es interessant, die Wirkung von Treosulfan auf Subpopulationen gesunder 
Lymphozyten sowie auf hämatopoetische Stammzellen zu untersuchen. Dafür wurden 
Proben gesunder Spender nach Erhalt der Enverständniserklärung verwendet. 
 
4.2.1.1. Wirkung von Treosulfan und Busulfan auf normale Lymphozyten 
 
Zur Isolation gesunder Spenderlymphozyten wurde von fünf Spendern peripheres Blut 
genutzt und daraus die T-Zellen (n=3) bzw. NK-Zellen (n=2) angereichert und anschließend 
kultiviert (siehe 3.2.5.3.). Die Anzucht erfolgte unter Verwendung von Interleukinen, was 
vorrangig der Kultivierung für den Testzeitraum und nicht explizit zur Stimulation der 
Zellen diente. Die so erhaltenen Zellen wurden mit steigenden Treosulfan- und Busulfan-
Konzentrationen inkubiert und anschließend wurde die Zytotoxizität mittels 
durchflusszytometrischem Assay bestimmt (Tabelle 12 und Abbildung 19). Die 
Auswertung und Berechnung der IC50-Werte erfolgte wie in Kapitel 3.3. beschrieben.   
 
 
Tabelle 12: IC50-Werte für Treosulfan und Busulfan auf aufgereinigte T- und NK-Zellen. 
 
 
Material 
 
IC50 Treosulfan 
[µM] 
 
IC50 Busulfan 
[µM] 
 
T-Zellen        Spender 1         12.3          122.0 
T-Zellen        Spender 2         45.5          89.8 
T-Zellen        Spender 3          49.7         144.6 
NK-Zellen     Spender 4         1.8         9.0 
NK-Zellen     Spender 5 
   
        4.6 
   
        12.0 
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Abbildung 19: Zytotoxizizität von Treosulfan und Busulfan gegenüber Lymphozyten 
gesunder Spender. Aufgereinigte T- und NK-Zellen wurden nach der Anzucht in 
frischem Medium (siehe 3.2.5.3.) auf 12,5 cm2 Kulturflaschen verteilt und 
ansteigende Konzentrationen von Treosulfan bzw. Busulfan hinzugegeben. Nach 
72 h Inkubation wurden Proben zur Analyse mittels durchflusszytometrischem 
Assay entnommen.  
-■- T-Zellen Spender 1  -♦- T-Zellen Spender 2   -▲- T-Zellen Spender 3 
-∆- NK-Zellen Spender 4 -□- NK-Zellen Spender 5. 
 
 
4.2.1.2. Wirkung von Treosulfan und Busulfan auf hämatopoetische Stammzellen 
 
Die hämatopoetischen Stammzellen konnten aus einem Leukapherisat durch positive 
CD34+-Anreicherung mittels des CliniMACS-Systems (Miltenyi Biotec, Bergisch 
Gladbach, Deutschland) angereichert werden. Unter Zuhilfenahme eines 
Wachstumsfaktoren-Cocktails (siehe 3.2.5.3.) konnten die Stammzellen für die Dauer des 
Testes in Kultur genommen werden, um die Zytotoxizität von Treosulfan und Busulfan 
gegenüber Stammzellen zu untersuchen (Tabelle 13 und Abbildung 20). Die Messung 
erfolgte auch hier mittels durchflusszytometrischem Assay.  
 
 
Tabelle 13: IC50-Werte für Treosulfan und Busulfan auf aufgereinigte hämatopoetischer 
 Stammzellen. 
 
 
Material 
 
 
IC50 Treosulfan 
[µM] 
 
IC50 Busulfan 
[µM] 
 
Stammzellen Spender 6 
   
       <0.4 
   
     7.3 
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Abbildung 20: Zytotoxizizität von Treosulfan und Busulfan gegenüber aufgereinigter 
Stammzellen. CD34+ angereicherte Stammzellen wurden nach der Anzucht in 
frischem Medium (siehe 3.2.5.3.) auf 12,5 cm2 Kulturflaschen verteilt und 
ansteigende Konzentrationen von Treosulfan bzw. Busulfan hinzugegeben. Nach 
72 h Inkubation wurden Proben zur Analyse mittels durchflusszytometrischem 
Assay entnommen. 
-■- Treosulfan  -▲- Busulfan.  
 
 
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass hämatopoetische Stammzellen und NK-Zellen im 
Vergleich zu T-Zellen sensitiver auf beide Alkylanzien reagieren und alle drei Ze—typen 
sensitiver auf Treosulfan als auf Busulfan reagieren. 
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4.3.Unteruchungen an Patientenmaterial 
 
4.3.1. In vitro Zytotoxizität von Treosulfan und Busulfan auf frisch isolierte 
Leukämiezellen pädiatrischer Patienten 
 
Während dieser Studie konnten 24 Proben von 21 pädiatrischen Patienten mit akuten 
Leukämien untersucht werden. Die Diagnosestellung erfolgte in jedem Fall in der 
Kinderklinik der J.W. Goethe-Universität, wodurch die Markerprofile der Leukämien 
bekannt waren (sieh, Tabelle 7 und 3.2.3.). Dabei war es möglich, Proben eines Patienten 
sowohl bei Diagnose der T-ALL als auch bei auftretendem Rezidiv und während der 
Rezidivtherapie zu untersuchen. Bei einem zweiten Patienten konnte die Initialprobe und 
eine Probe am Tag 15 der Initialtherapie untersucht werden, da es sich bei diesem Kind um 
einen Poor-Responder handelte und somit am Tag 15 der Therapie noch zahlreiche 
Leukämiezellen im peripheren Blut vorhanden waren, welche den Tests unterzogen werden 
konnten. Bei allen 24 Proben, die mit 41-98% leukämischen Zellen einen unterschiedlichen 
Anteil an leukämischen Zellen enthielten, wurde durchflusszytometrisch die Zytotoxizität 
von Treosulfan und Busulfan gegenüber den leukämischen Zellen für die verschiedenen 
Zytostatika-Konzentrationen gemessen und anschließend der IC50-Wert ermittelt (Tabelle 
14). 
Die ermittelten IC50-Werte zeigten unter den 24 Proben große Unterschiede sowohl für 
Treosulfan als auch für Busulfan für die unterschiedlichen Patienten. Die medianen IC50-
Werte aller Proben lagen bei Treosulfan bei 30,6 µM und bei Busulfan bei 133 µM. Der 
mediane IC50-Wert steigt in den Proben von Diagnose über Progression zu Rezidiv von 
11,5, zu 45,9 und zu 153,0 µM für Treosulfan und von 93,9, zu 253,8 und zu 223,3 µM für 
Busulfan an. Damit zeigte Treosulfan gegenüber Busulfan eine 2-8 fach höhere 
Zytotoxizität auf die malignen Zellen. Eine Ausnahme bildete die Busulfan:Treosulfan-
Ratio mit 60,8 µM bei der Untersuchung der Zellen des reifen T-NHL (Patient 21).  
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Tabelle 14: IC50-Werte für Treosulfan und Busulfan in Leukämiezellen pädiatrischer 
  Patienten mit akuter Leukämie 
 
 
Nr. 
 
Diagnose 
 
Status 
 
IC50 Treo 
[µM] 
 
IC50 Bu 
[µM] 
 
Bu:Treo 
Ratio 
 
Bu/Treo 
Vorbe-
handlungb 
 
1 
 
cALL 
 
Initial 
 
0,7 
 
8,1 
 
11,6 
 
nein/nein 
2 cALL Initial 52,5 243,6 4,6 nein/nein 
3 cALL Initial 42,0 111,7 2,7 nein/nein 
4 cALL Initial 13,1 81,2 6,2 nein/nein 
5 cALL Initial 35,0 81,2 2,3 nein/nein 
6 cALL Initial 6,0 122,5 20,4 nein/nein 
7 cALL Progressionc 61,3 243,6 4,0 nein/nein 
8 cALL Progressionc  61,3 263,9 4,3 nein/nein 
9 cALL Rezidiv 245,0 446,6 1,8 nein/nein 
10 cALL Rezidiv 183,8 162,4 0,9 nein/nein 
11 cALL Rezidiv 122,5 162,4 1,3 nein/nein 
12 cALL Rezidiv 122,5 406,0 3,3 nein/nein 
13 reife T-ALL Initial 13,1 60,9 4,6 nein/nein 
14 reife T-ALL Initial 5,3 35,5 6,7 nein/nein 
15 a reife T-ALL Initial 1,8 12,2 6,8 nein/nein 
15 b reife T-ALL Rezidiv 1,8 52,8 29.3 nein/nein 
15 c reife T-ALL Progressiond 14,0 89,1 6,4 nein/nein 
16 prä T-ALL Initial 5,3 126,0 23,8 nein/nein 
17 reife B-ALL Initial 490,0 538,0 1,1 nein/nein 
18 AML Initial 9,8 140,0 14,3 nein/nein 
19 a AML Initial 30,6 365,4 11,9 nein/nein 
19 b AML d15 Initial-Therapie 30,6 365,4 11,9 nein/nein 
20 BAL Rezidiv 280,0 284,2 1,0 ja/nein 
21 
   
reifes T-NHL Initial 0,7 42,6 60,8 nein/nein 
a Diagnosestatus zum Untersuchungszeitpunkt 
b Das Alkylanz Cyclophosphamid wurde an den Tagen 36 und 64 der Initialtherapie verabreicht 
c Progression der Erkrankung während der Initialtherapie 
d Progression der Erkrankung während der Rezidivtherapie 
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Abbildung 21: Zytotoxizität von Treosulfan bzw. Busulfan gegen frisch isolierte 
Leukämiezellen pädiatrischer Patienten.  
Leukämiezellen wurden nach der Anzucht in frischem Medium (siehe 3.2.5.2.) 
auf 12,5 cm2 Kulturflaschen verteilt und ansteigende Konzentrationen von 
Treosulfan bzw. Busulfan hinzugegeben. 72 h Inkubation wurden Proben zur 
Analyse mittels durchflusszytometrischem Assay entnommen. Verglichen sind 
Proben von Diagnosestellung und bei auftretendem Rezidiv.  
-■- reife T-ALL -▲- cALL -●- AML  -▼- reife B-ALL  
-□- prä T-ALL  - ♦ - BAL -∆- reifes T-NHL  
 
 
Vergleicht man die Zytotoxizität von Busulfan und Treosulfan bei initialer Diagnose und 
bei Rezidiv incl. Progression, so ergibt sich bei den Proben zur Diagnosestellung eine 
höhere Zytotoxizität von beiden Zytostatika (Abbildung 21). Dabei ist der Unterschied der 
IC50-Werte zwischen Diagnosestellung und Rezidiv bei der Zytostatikabehandlung mit 
Treosulfan signifikant (p=0,02). Dagegen ist der Unterschied bei Busulfan nicht signifikant 
(p=0,13), wie in Abbildung 22 dargestellt. 
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Abbildung 22: Vergleich der Zytotoxizität von Treosulfan bzw. Busulfan auf Leukämiezellen  
 pädiatrischer Patienten zu unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten.  
 Leukämiezellen wurden mit steigenden Treosulfan und Busulfan Konzentrationen  
 inkubiert. Die Zytotoxizität wurde durchflusszytometrisch untersucht und IC50-  
 Werte ermittelt (siehe Tab. 14). Mittels Mann-Whitney U-Test konnte für  
 Treosulfan, nicht jedoch  für Busulfan ein signifikanter Unterschied zwischen  
 initialer Diagnose und Rezidiv  festgestellt werden. 
 
In einer weiteren Gegenüberstellung wurde deutlich, dass auch ein Unterschied der 
Zytotoxizität von Treosulfan bei unterschiedlichen Leukämie-Entitäten zu beobachten ist. 
In Abbildung 22 ist der Vergleich von untersuchten cALL- und T-ALL-Proben ungeachtet 
des Diagnosestatus dargestellt. Es wurde deutlich, dass die T-ALL-Proben deutlich 
empfindlicher auf das Zytostatikum reagierten als die cALL-Proben. 
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Abbildung 23: Zytotoxizität von Treosulfan gegenüber Leukämiezellen pädiatrischer 
Patienten – Vergleich zwischen cALL und T-ALL. Die wurden nach der 
Anzucht in frischem Medium (siehe 3.2.5.2.) auf 12,5 cm2 Kulturflaschen 
verteilt und ansteigende Konzentrationen von Treosulfan bzw. Busulfan 
hinzugegeben. Nach 72 h Inkubation wurden Proben zur Analyse mittels 
durchflusszytometrischem Assay entnommen.Vergleich zwischen cALL und T-
ALL.  
-∆- bei Diagnosestellung -▲- bei auftretendem Rezidiv.  
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Auch diese Proben wurden hinsichtlich Signifikanz analysiert. Die unterschiedliche 
Wirkung auf T-ALL und cALL war sowohl für Treosulfan (p=0,02) als auch für Busulfan 
(p=0,03) signifikant (Abbildung 24).  
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Abbildung 24: Zytotoxizität von Treosulfan bzw. Busulfan auf Leukämiezellen pädiatrischer 
Patienten bei T-ALL und cALL. Leukämiezellen wurden mit steigenden  
Treosulfan und Busulfan Konzentrationen für 72 h inkubiert. Die  Zytotoxizität 
wurde durchflusszytometrisch untersucht und IC50-Werte ermittelt (siehe Tab. 14). 
Mittels Mann-Whitney U-Test konnten für Treosulfan und Busulfan signifikante  
Unterschiede zwischen der Zytotoxizität auf  T-ALL und cALL festgestellt werden.  
 
Bei zwei Patienten war es möglich, mehrere Proben zu unterschiedlichen Zeitpunkten der 
Erkrankung zu untersuchen. In Abbildung 25 wurden die graphischen Auswertungen der 
Untersuchungen beider Patienten dargestellt. Bei Patient 15 konnten drei Untersuchungen 
erfolgen zur Diagnosestellung, bei auftretendem Rezidiv und bei Blastenpersistenz während 
der Rezidivtherapie. Es wurde auffällig, dass während der Untersuchung zwischen der 
Zytotoxizität von Treosulfan gegen die Zellen bei Diagnosestellung und bei auftretendem 
Rezidiv kaum ein Unterschied zu verzeichnen war. Die untersuchten Zellen aus der 
Blastenpersistenz während der Rezidivtherapie zeigten allerdings eine deutlich niedrigere 
Sensitivität.  
Bei Patient 19 war es möglich zwei Untersuchungen durchzuführen. Zum einen bei 
Diagnosestellung zum anderen am Tag 15 der Initialtherapie, da der Patient sehr schlecht 
auf die Therapie ansprach und somit zu diesem Zeitpunkt noch eine große Zahl an 
Leukämiezellen im peripheren Blut vorhanden war. Aber es zeigte sich kein auffälliger 
Unterschied zwischen beiden Untersuchungszeiträumen. Allerdings war auffällig, dass der 
Patient auf die ihm verabreichte Therapie nur sehr mäßig ansprach, während die 
Leukämiezellen gegenüber Treosulfan sehr sensitiv waren.   
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Abbildung 25: Zytotoxizität von Treosulfan gegen Leukämiezellen jeweils eines pädiatrischen 
Patienten zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Erkrankung. Die Messung 
erfolgte durchflusszytometrisch.  
Patient 15, T-ALL: 
-■-  bei Diagnosestellung  
-▲- bei auftretendem Rezidiv 
-●- bei Blastenpersistenz während Rezidivtherapie.  
Patient 19; AML: 
-■-  bei Diagnosestellung  
-▲- an Tag 15 der Initialtherapie. 
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4.3.2. Wirkung von Treosulfan und Busulfan auf Leukämiezellen im Vergleich 
zu normalen Lymphozyten 
 
Hier soll auf den Vergleich der Zytotoxizität von Treosulfan und Busulfan auf die in dieser 
Arbeit untersuchten Leukämie-Proben von Patienten und normale Lymphozyten 
eingegangen werden. Beobachtet man die Zytotoxizität von Treosulfan und Busulfan auf 
normale Lymphozyten im Vergleich zu Leukämiezellen bei einem Rezidiv, so wird ein 
signifikanter Unterschied deutlich (p=0,03 für Treosulfan und p=0,02 für Busulfan) 
(Abbildung 26). Der Unterschied war nicht signifikant beim Vergleich der normalen 
Lymphozyten mit allen Leukämie-Proben, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, 
und auch nicht im Vergleich mit den Leukämie-Proben bei Diagnose. 
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Abbildung 26: Vergleich der Zytotoxizität von Treosulfan bzw. Busulfan auf leukämische  
 Zellen pädiatrischer Patienten bei Rezidiv und auf Lymphozyten gesunder  
 Spender. Leukämiezellen und Lymphozyten (T- und NK-Zellen) wurden mit  
 steigenden Treosulfan und Busulfan Konzentrationen inkubiert. Die Zytotoxizität  
 wurde durchflusszytometrisch untersucht und IC50 Werte wurden ermittelt, welche  
 mittels Mann-Whitney U-Test analysiert wurden.  
 
 
 
 
In vivo Immunrekonstitution nach der Konditionierung mit Treosulfan bzw. Busulfan 
 
76 
4.3.3. In vivo Immunrekonstitution nach der Konditionierung mit  
Treosulfan bzw. Busulfan  
 
Durch hohe zytotoxische Vorbehandlungen wurde ein an AML erkrankter pädiatrischer 
Patient der Frankfurter Universitäts-Klinik der J.W.Goehte-Universität mit dem relativ 
nebenwirkungsarmen Treosulfan konditioniert. Dadurch ergab sich die Möglichkeit bei 
diesem Patienten die Immunrekonstitution nach Treosulfan-Konditionierung im Rahmen 
der Routineuntersucheungen zu ermitteln und mit einer Kontrollgruppe von pädiatrischen 
Patienten nit AML zu vergleichen, die Busulfan erhielten (n=8). Diese 9 an AML 
erkrankten Kinder erlitten mindestens einmal ein Rezidiv, wovon 8 Patienten mit 
Busulfan/Cyclophosphamid/Melphalan behandelt wurden und ein Patient, der mit 
Treosulfan/Melphalan/Thiothepa-Hochdosis-Chemotherapie auf die allogene 
Knochenmark-Transplantation vorbereitet wurde. Der Treosulfan-konditionierte Patient und 
6 der 8 Busulfan-konditionierten Patienten befanden sich zum Zeitpunkt der 
Transplantation in Remission (CR2/CR3). Die Patienten waren zum Zeitpunkt der 
Tranplantation zwischen 3-18 Jahren alt (Median 13 Jahre), der Treosulfanpatient war 13 
Jahre alt. Nach der Transplantation erfolgte eine engmaschige Überwachung der 
Immunrekonstitution der Patienten im Labor für Stammzelltransplantation und 
Immuntherapien. Im Folgenden soll darauf für den Zeitraum von 15 Monaten nach 
Transplantation eingegangen werden.  
 
4.3.3.1. Vergleich der Immunrekonstitution unterschiedlicher Lymphozyten- 
 Subpopulationen 
 
Im Folgenden wurde die Immunrekonstitution der unterschiedlichen Subpopulationen der 
Lymphozyten untersucht. Es wurde deutlich, dass die KM-Transplantation ein schnelles 
Anwachsen der transplantierten Zellen gewährleistete, was im raschen 
Vorhandensein/Ansteigen der Leukozyten (Abb. 27) ersichtlich wurde. Bei beiden Arten 
der Konditionierung schien die Rekonstitution der Leukozyten gleich gut/schnell zu 
erfolgen. Die Rekonstitution der Gesamt-CD3+-T-Zellen, der CD4+CD3+ T-Helferzellen, 
der CD19+ B-Zellen und der CD56+CD3- NK-Zellen verlief bei dem Treosulfan-
konditionierten Patienten vergleichbar mit der Rekonstitution der Patienten aus der 
Busulfangruppe (Abbildungen 28, 30-32). Unterschiede zeigten sich in Momenten mit 
wenigen Messdaten, die dadurch nicht interpretierbar waren. 
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Abbildung 27: Vergleich der Immunrekonstitution der Leukozyten (WBC) nach KM- 
                             Transplantation bei pädiatrischen Patienten mit AML (n=9).  
                             ▲Konditionierung mit Treosulfan (n=1), □ Konditionierung mit Busulfan (n=8).  
                             Angegeben sind Einzelmesswerte und Median. 
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 Abbildung 28: Vergleich der Immunrekonstitution der CD3+ T- Zellen nach KM- 
                               Transplantation bei pädiatrischen Patienten mit AML (n=9).  
                               ▲Konditionierung mit Treosulfan (n=1), □ Konditionierung mit Busulfan (n=8).  
                               Angegeben sind Einzelmesswerte und Median. 
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 Abbildung 29: Vergleich der Immunrekonstitution der CD3+CD8+ zytotoxischen T-Zellen  
                             nach KM-Transplantation bei pädiatrischen Patienten mit AML (n=9).  
                            ▲Konditionierung mit Treosulfan (n=1), □ Konditionierung mit Busulfan (n=8).  
                             Angegeben sind Einzelmesswerte und Median. 
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Abbildung 30: Vergleich der Immunrekonstitution der CD3+CD4+ T-Helfer-Zellen  
                                nach KM-Transplantation bei pädiatrischen Patienten mit AML (n=9).  
                               ▲Konditionierung mit Treosulfan (n=1), □ Konditionierung mit Busulfan (n=8).  
                                Angegeben sind Einzelmesswerte und Median 
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Abbildung 31: Vergleich der Immunrekonstitution der CD56+CD3--NK -Zellen  
                                  nach KM-Transplantation bei pädiatrischen Patienten mit AML (n=9).  
                                 ▲Konditionierung mit Treosulfan (n=1), □ Konditionierung mit Busulfan  
                                  (n=8). Angegeben sind Einzelmesswerte und Median 
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Abbildung 32: Vergleich der Immunrekonstitution der CD19+ B-Zellen nach  
                                 KM-Transplantation bei pädiatrischen Patienten mit AML (n=9).  
                                 ▲Konditionierung mit Treosulfan (n=1), □ Konditionierung mit Busulfan  
                                 (n=8). Angegeben sind Einzelmesswerte und Median 
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Die Absolutzahlen pro µl für die T-Helfer-Zellen (CD3+CD4+) (Abb. 30) pendelten sich 
nach einigen Monaten bei beiden Gruppen auf ca. 100 Zellen /µl ein. Einen signifikanten 
Unterschied zwischen beiden Gruppen ergab die Rekonstitution der zytotoxischen T-Zellen 
(CD3+CD8+) (p<0,001). Während die Zellzahlen in der Busulfan-Gruppe auf ca. 1000 
Zellen/µl anstiegen, blieb der Treosulfan-konditionierte Patient mit ca. 10 Zellen /µl 
deutlich darunter (Abb. 29). Dies korreliert mit den CRP Werten des Patienten. Der CRP 
stieg im gesamten Verlauf immer wieder an. Eine eindeutige Identifizierung von Keimen 
konnte nicht erfolgen. Eine mögliche Erklärung könnte darin bestehen, dass die 
zytotoxischen T-Zellen durch einen Infekt „verbraucht“ wurden und daher keine höheren 
Zellzahlen im Blut zu verzeichnen waren.  
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4.3.3.2. Untersuchung der Rekonstitution von naiven, memory und aktivierten T-
Zellen nach Konditionierung mit Treosulfan 
 
In regelmäßigen Abständen wurde von dem mit Treosulfan konditionierten Patienten auch 
die Immunrekonstitution weiterer Lymphozytensubpopulation untersucht (Abbildung 33). 
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Abbildung 33: Immunrekonstitution weiterer Lymphozytensubpopulationen bezogen auf 
CD3+CD4+ T-Helfer-Zellen und CD3+CD8+ zytotoxische T-Zellen. Die hier 
dargestellten Markerprofile wurden mit Hilfe des Durchflusszytometers im 
Rahmen der Überwachung der Immunrekonstitution nach Transplantation 
erhoben (siehe3.2.11.2.).  
T-Helfer-Zellen (CD3+CD4+):   Zytotoxische T-Zellen (CD3+CD8+): 
-▲- CD3+CD4+     -▲- CD3+CD8+ 
-○- CD4+CD45RO+     -○-  CD8+CD45RO+ 
-∆- CD4+HLA-DR+    -∆-  CD8+HLA-DR+ 
-□- CD4+CD69+     -□-  CD8+CD69+ 
-◊- CD4+CD25+     -◊-  CD8+CD45RA+CD28- 
  ∇ CD4+CD45RA+      ∇ CD8+CD45RA+CD28+ 
 
 
Zwischen dem 4. und dem 9. Monat des Beobachtungszeitraumes stieg sowohl für die T-
Helfer-Zellen (CD3*CD4*) als auch für die zytotoxischen T-Zellen (CD3*CD8*) die 
Absolutzellzahl der Gedächtniszellen (CD4*BC45RO* und CD8*BC45RO*) und die mit 
dem Aktivierungsmarker HLA-DR deutlich an, während die Absolutzahl der naiven T-
Zellen (CD4*BC45RA* und CD8*BC45RA*) und der früh aktivierten T-Zellen 
(CD4*CD69* und CD8*CD69*) weiter niedrig blieb. Außerdem konnte ein Anstieg an 
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aktivierten T-Zellen (CD4+CD25+), unter denen auch regulatorischen T-Zellen enthalten 
sind, gemessen werden.  
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5. Diskussion 
 
 
5.1. Korrelation der Methoden zur Bestimmung der Zytotoxizität 
 
In den letzten fünf Jahrzehnten wurden zahlreiche Tests zur Untersuchung der Zytotoxizität 
von Substanzen auf Zellen entwickelt. Dabei ist die Bandbreite der Tests sehr groß. 
Einige beruhen auf eher subjektiven Effekten wie ein unterschiedliches Wachstum von 
Monolayern, beschrieben 1978 von Pollack (Pollack und Anderson 1978). Bei anderen 
Tests geht es um den Ausschluss von Vitalfarbstoffen von Zellen (Boyse et al. 1964, 
Gerberick und Sorenson 1983). In anderen Tests wurde die Veränderung der Farbe des 
Mediums durch lebende Zellen beobachtet (Iglewski und Sadoff 1979) oder die optische 
Dichte von Farbveränderungen im Medium gemessen (Galloway et al. 1984). Eine weitere 
Möglichkeit bietet die Verwendung von radioaktiv-markierten Substanzen (Callahan et al. 
1984, Thompson und Wannemacher 1984). Dabei wird z. B. die Aufnahme von 3H-
Thymidin in die DNA gemessen oder über 51Cr-Release die Vitalität der Probe geschätzt 
(Ferguson und Prottey 1974, Wagner und Feldmann 1972). Mosmann et al. (Mosmann 
1983) entwickelte in den 80er Jahren einen sehr schnellen, effizienten Test, ursprünglich 
zur Untersuchung der Proliferation von Säugerzellen. Dieser so genannte MTT-Assay ist 
ein quantitativer, colorimetrischer Assay, in dem die Fähigkeit lebender Zellen, das lösliche 
Tetrazoliumsalz 3-(4,5-Dimethyl-2-Tetrazolyl)-2,5-Diphenyl-2H Tetrazolium-Bromid 
(MTT) in ein unlösliches Formazan-Präzipitat zu überführen gemessen wird. Dabei wird 
das Tetrazoliumsalz in den Mitochondrien in einer enzymatischen Reaktion umgesetzt 
(siehe Abbildung 8). Dabei kommt es zur Bildung von blauen Formazan-Kristallen. Nach 
anschließender Solubilisierung kann die Farbveränderung gemessen werden. Dabei ist die 
Anzahl der lebenden Zellen direkt proportional zu der gebildeten Formazan Menge. Der 
Assay detektiert ausschließlich lebende Zellen und das gemessene „Signal“ ist abhängig 
von der Aktivität der Zellen. Die Vorteile bei diesem Assay liegen ganz klar in der 
Schnelligkeit, man kann in kürzester Zeit eine große Probenzahl screenen bei der Tatsache, 
dass keine Waschschritte nötig sind und dass hier keine radioaktiv-markierten Substanzen 
zum Einsatz kommen, was einen großen Vorteil für den Durchführenden hat. Somit wird 
der Test seit den 80er Jahren bis heute häufig genutzt (Holt et al. 1987, Wang et al. 2007).  
Auch in dieser Arbeit wurden zahlreiche Experimente mit dem MTT-Assay durchgeführt. 
In erster Linie sollte die zytotoxische Wirkung von Treosulfan und Busulfan auf 
ausgewählte Zelllinien damit getestet werden. Da sehr viele Arbeitsgruppen diesen Test 
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nutzen und gerade für Busulfan schon Daten veröffentlicht wurden, konnte die hier 
angewendete Methode zur Überprüfung so zu sagen als interne Kontrolle fungieren, indem 
man Daten mit denen der Literatur verglich. Gleichzeitig hatte man so ein „Werkzeug“, um 
die gemessenen Daten für Treosulfan hinsichtlich der benutzten Konzentrationen 
einzustufen. Allerdings kam der Test an Grenzen, wenn es um die Untersuchung der 
adhärenten Neuroblastom-Zelllinien ging. Um die Zytotoxizität von Treosulfan und 
Busulfan auf die verwendeten Neuroblastom-Zelllinien zu testen, wurden die Zellen auf 
eine bestimmte Zellzahl eingestellt und in 12 cm2 Kulturflaschen mit und ohne Zytostatika 
inkubiert. Anschließend wurde eine definierte Zellzahl entnommen und in 96-Well-Platten 
transferiert, um den MTT-Assay durchzuführen. Um die Zellen für den MTT-Assay auf 
eine bestimmte Zellzahl einzustellen, musste man sie mit Accutase ablösen und DNase 
verwenden um die Zellen soweit zu vereinzeln, dass eine vernünftige Zellzahlbestimmung 
erfolgen konnte. Anschließend sollten die Zellen mit den Zytostatika behandelt werden, 
aber zahlreiche Kulturen wurden erst gar nicht wieder adhärent und starben ab. Deshalb 
wurde der Test derartig modifiziert, dass den Zellen nach Zellzahl-Einstellung einige 
Stunden (4 Std. – 24 Std.) Zeit gegeben wurde, um erst wieder adhärent zu werden und sich 
neu anzupassen, bevor die Zytostatika-Behandlung startete. Doch zur eigentlichen Messung 
des Zytostatika-Einflusses trat das gleiche Problem wieder auf. Die Zellen mussten auch 
hierfür abgelöst werden, um sie in 96-Well-Mikrotiterplatten zu transferieren. In 
vorangegangenen Experimenten wurde festgestellt, dass die Kultivierung der Zellen von 
Beginn an in Well-Platten nicht möglich war, da die Zellen nur sehr schlecht wuchsen. 
Dazu kommt die von Bosanquet  et al. (Bosanquet und Burlton 1994) beschriebene airborne 
cytoxicity, d. h. dass benachbarte Kulturgefäße in Well-Platten durch Aerosole beeinflusst 
werden. Dies konnte für Treosulfan nachgewiesen werden, wohingegen Busulfan und 
dessen Spaltprodukte Tetrahydrofuran und Methansulfonsäure diesen Effekt nicht zeigen. 
Dieser Störfaktor konnte in den hier vorliegenden Experimenten ausgeschlossen werden, da 
diese in kleinen Kulturflaschen statt in Well-Platten vorgenommen wurden. Also musste der 
Ablöse-Schritt mit Accutase zwischen gestellt werden. Daran schloss sich die Behandlung 
mit der MTT-Lösung an. Es schien, dass die Zellen diese vielen Substanzen in so kurzer 
Zeit nicht gut vertrugen. Da bekannt ist, dass der MTT-Assay nur lebende, aktive Zellen 
erfasst, wurde das zum Problem. Nach so zahlreichen „Stress-Bedingungen“ für die Zellen, 
konnte nicht davon ausgegangen werden, dass die Zellen eine normale physiologische, 
Stoffwechsel-Aktivität zeigten. Daher konnten im Rahmen dieser Arbeit nur wenige 
Versuche mit adhärenten Zellen durchgeführt werden. 
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Außerdem war es mit dem MTT-Assay nicht möglich zwischen unterschiedlichen Stadien 
der Zell-Vitalität, wie z. B. Apoptose-Stadien zu unterscheiden.  
Die Apoptose (Griechisch: „apo“=weg und „ptosis“=“Fall“ (Medicine 1994)), auch 
programmierter Zelltod genannt, ist im Gegensatz zur Nekrose ein streng geordneter 
Prozess, in dem in der Zelle eine Signalkaskade abläuft, die letztendlich im Zelltod mündet. 
Man unterscheidet die Apoptose von der Nekrose, erstmals beschrieben von Wyllie et al. 
(Wyllie 1985). Im Gegensatz zur Nekrose wird die Apoptose von der betreffenden Zelle 
selbst aktiv durchgeführt, wobei Caspasen eine zentrale Rolle spielen. Apoptose und 
Nekrose lassen sich schon optisch voneinander unterscheiden. Bei der Apoptose 
schrumpfen die Zellen und ein Abbau der DNA durch Endonukleasen setzt ein. Bei der 
Nekrose schwillt die Zelle stark an, wobei die Zellmembran zerstört wird. Die Vorgänge 
der Apoptose unterteilt man in Initiationsphase und Effektorphase/Caspase-Kaskade. In der 
Initiationsphase unterscheidet man den extrinsischen und den intrinsischen Weg. Ersterer 
wird durch Ligandenbindung an die TNF-Rezeptorfamilie (z.B. CD95) eingeleitet, wodurch 
letztendlich Caspase 8 aktiviert wird, welche dann die folgende Caspase-Kaskade in Gang 
setzt. Bei dem intrinsischen Weg kommt es zur Freisetzung von Cytochrom c, was zu 
zahlreichen Aktivierungs-Aktivitäten in der Zelle führt, die in der durch Caspase 9 
ausgelösten Caspase-Kaskade endet. In der Effektorphase werden so genannte Effektor-
Caspasen, hauptsächlich Caspase 3 und 6 aktiviert, was zum Tod der Zelle führt. Diese 
Caspasen aktivieren sekundäre Zielproteine wie DNasen und bauen die Zellmembran und 
Actin ab. Letztendlich schnürt sich die Zelle nach und nach in kleinen Vesikeln ab, welche 
durch Phagozyten vernichtet werden.  
Da mit dem MTT-Assay nicht zwischen Apoptose und Nekrose unterschieden werden 
konnte, sollte mit Hilfe der Durchflusszytometrie diese Differenzierung ermöglicht werden. 
Ein weiterer, äußerst wichtiger Aspekt verlangte ebenfalls die Entwicklung eines zweiten 
Zytotoxizitäts-Assays. Da im Rahmen dieser Arbeit auch die Zytotoxizität der Zytostatika 
auf frische Leukämiezellen pädiatrischer Patienten mit unterschiedlichem Prozentsatz 
maligner Zellen untersucht werden sollte, war eine Differenzierung zwischen leukämischen 
Zellen und Leukozyten notwendig. Der Anteil an Leukozyten in den Leukämieproben lag 
zwischen 5% und 55%. Da aber in diesen Experimenten lediglich die Zytotoxizität der 
Zytostatika auf maligne Zellen getestet werden sollte, sollte in einem multiparametrischen 
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durchflusszytometrischen Assay eine Differenzierung zwischen malignen Zellen und 
normalen Zellen erfolgen mit anschließender Differenzierung in lebende, tote und 
apoptotische Zellen.  
Auf der Basis des durchflusszytometrischen Assay von Zimmermann et al. und Klöß et al. 
(Zimmermann et al. 2005, Kloss et al. 2007) konnten diese Anforderungen durch eigene 
Optimierungsschritte erfüllt werden. Daher wurden spezielle Protokolle für die 
Durchflusszytometrie entwickelt. Das fünf-Farb-Gerät CYTOMIX FC500 (Beckman 
Coulter) liess dabei den Einsatz von bis zu fünf verschiedenen Markern in den 5 
verschiedenen Fluoreszenzkanälen zu. In Fluoreszenzkanal (FK) 1 kann FITC (Fluorescein-
Isothhiocyanat), in FK 2 kann PE (Phycoerythrin), in FK 3 kann ECD (energy coupled 
dye), in FK 4 kann PC5 (Phycoerythrin-Cyanin 5) und in FK 5 kann PC7 (Phycoerythrin-
Cyanin 7) erfasst werden. Die gesamte Gatingstrategie ist in Kapitel 3.2.8.2. dargestellt. In 
einem ersten Schritt werden die leukämischen Zellen von den Leukozyten getrennt, indem 
für die jeweilige Leukämie des Patienten typische Marker in PE und PC7 eingesetzt 
werden. Nach dem Gating auf die malignen Zellen erfolgte deren Differenzierung zwischen 
lebenden, toten und apoptotischen Zellen über die Markierung mit AnnexinV und PI. In 
vitalen Zellen sind Phosphadidylserin-Moleküle in der Zellmembran nach innen verankert. 
Bei dem erwähnten Abbau der Zellmembran während der Apoptose werden diese Moleküle 
auf die Außenseite der Membran transferiert, welche durch den Antikörper AnnexinV (in 
FITC) detektiert werden können. In einer sehr späten Phase der Apoptose wird die 
Zellmembran der Zelle durchlässig, wodurch der DNA-interkalierende Farbstoff PI 
(Fluoreszenzkanal 3 und 4) eindringen kann. Trägt die Zelle nur AnnexinV befindet sie sich 
in einer frühen Phase der Apoptose, trägt die Zelle AnnexinV und PI befindet sie sich in der 
sehr späten Phase der Apoptose, wird sie ausschließlich mit PI markiert, wird die Zelle als 
tot erfasst.  
Um die optimierte Messmethode zu testen, erfolgten anfangs Zytotoxizitäts-
Untersuchungen an Zelllinien parallel zum MTT-Assay. Es konnte eine gute Korrelation 
zwischen beiden Assays gezeigt werden (r=0,98 für Molt 4/8 und r=0,95 für H9). Dies war 
die Vorraussetzung für die Verwendung des durchflusszytometrischen Tests an frischen 
Leukämiezellen, da hierbei nicht genügend Material für beide Tests zur Verfügung stand.  
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5.2. In vitro Daten zur Zytotoxizität von Treosulfan und Busulfan auf 
maligne Zellen 
 
Das alkylierende Agens Treosulfan ist ein strukturelles Analogon zu Busulfan. Während 
Busulfan die DNA in den Zellen direkt alkyliert, wird Treosulfan erst in einer nicht-
enzymatischen, pH unabhängigen Reaktion in Epoxide überführt, welche dann die DNA 
alkylieren. Obwohl beide Substanzen unterschiedliche Mechanismen aufweisen, alkylieren 
sie die gleichen Orte der DNA (Matagne 1969, Ponti et al. 1991). Dabei korrelieren auch 
die ähnlichen Zytotoxizitäts-Profile beider Substanzen (Lanvers-Kaminsky et al. 2006). 
Treosulfan wird bei Erwachsenen sowohl in konventionellen Therapien als auch in 
Konditionierungs-Regimen vor autologer oder allogener Stammzelltransplantation 
eingesetzt. In konventionellen Therapien wurde Treosulfan schon seit den 70er Jahren, vor 
allem zur Behandlung des Ovarialkarzinoms, eingesetzt (Fennelly 1977) und seit Ende der 
90er Jahre wird es zur Vorbereitung von Transplantationen genutzt (Scheulen et al. 2000). 
Auch für hämatologische Erkrankungen wird Treosulfan seit einigen Jahren verwendet 
(Beelen et al. 2005, Casper et al. 2004).  
Wie aus Studien an internistischen Patienten bekannt ist, haben Treosulfan und Busulfan 
unterschiedliche Nebenwirkungsprofile. Im Vergleich untereinander wird deutlich, dass 
Treosulfan keine schwerwiegenden Nebenwirkungen auf Niere, Leber, Lunge und das ZNS 
zeigt (Bojko et al. 2001), während Busulfan vor allem durch GvHD und VOD zu 
ernsthaften Komplikationen führt (Blaise et al. 1992, Brodsky et al. 1990, Hasegawa et al. 
1998, Jones et al. 1998). Von Dressel et al. (Dressel et al. 2003) wurde beschrieben, dass 
Busulfan Aktivin A induziert, was wiederum Einfluss auf Inflammation, Proliferation, 
Apoptose und Koagulation hat, welches potentielle Einflüsse für eine VOD darstellen. Ein 
weiterer Aspekt für potentielle Nebenwirkungen resultiert daraus, dass Treosulfan in 
Wasser löslich ist und damit intra-venös verabreicht werden kann, wohingegen bei Busulfan 
ein Lösungsmittel nötig ist, wobei meist DMA ((N,N) - Dimethylacetamid) verwendet wird 
(Bhagwatwar et al. 1996). Obwohl von Hempel et al. (Hempel et al. 2007) beschrieben 
wurde, dass es bei einer pharmakokinetischen und –dynamischen Untersuchung von 
Busulfan an Kindern zu keiner Akkumulation des Lösungsmittels kam, wurde DMA in der 
Vergangenheit einige Nebenwirkungen, vor allem Neurotoxizität, zugeschrieben (Barnes 
und Ranta 1972, Kim 1988, Weiss et al. 1962). Damit scheint Busulfan noch ein 
zusätzliches Risiko für Nebenwirkungen zu bergen.  
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Trotz dieses deutlichen Vorteils von Treosulfan gegenüber Busulfan ist Treosulfan derzeit 
nicht Bestandteil pädiatrischer Behandlungs-Protokolle und in der Literatur sind bisher 
kaum in vitro Daten zu Treosulfan auf maligne Zellen pädiatrischer Patienten veröffentlicht. 
Gutiérrez et al. (Gutierrez et al. 2005) beschreibt Unterschiede zwischen kindlichen 
Leukämien und denen von Erwachsenen. Als Grund wird die Regulation der Methylierung 
von Tumorsuppressorgenen genannt, welche wiederum altersabhängig zu sein scheint. Aus 
diesen Gründen erschien es wichtig, die Wirkung von Treosulfan auf Zellen pädiatrischer 
Patienten zu untersuchen und gleichzeitig mit der Wirkung von Busulfan zu vergleichen, da 
Busulfan derzeit in mehreren pädiatrischen Protokollen enthalten ist.  
 
Bei 37°C beträgt die Halwertszeit von Busulfan 16 h, für Treosulfan unter physiologischen 
Bedingungen nur 1,8 h (Ehrsson et al. 1983), trotzdem wurde die Inkubationszeit beider 
Substanzen auf 72 h festgelegt. Dies entspricht einer angemessenen Zeit für die 
Konvertierung des Prodrug Treosulfan in seine aktive Form, die vergleichbar ist mit der 
Zeit der Wirkung in vivo (Feit 1964).  
Sowohl Treosulfan als auch Busulfan zeigten einen logharithmischen Anstieg der 
Zytotoxizität in Proportionalität zur eingesetzten Dosis. Neben der Dosis-Abhängigkeit 
konnte auch im Rahmen dieser Arbeit eine Zeit-Abhängigkeit bestätigt werden, wie bereits 
gezeigt (Lanvers-Kaminsky et al. 2006). Treosulfan war in allen Zelllinien zytotoxischer als 
Busulfan. Außerdem ist fest zu halten, dass Zelllinien, die gegenüber Treosulfan sensitiv 
waren, es auch gegenüber Busulfan waren und resistentere Linien auch gegen beide 
Alkylanzien resistenter waren. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die Zytotoxizität von 
Treosulfan und Busulfan gegenüber 3 leukämischen und 2 Neuroblastom-Zelllinien 
untersucht. Die in dieser Arbeit für Treosulfan ermittelten IC50 Werte für die Leukämie-
Zelllinien Molt4/8, H9 und K562 und die Neuroblastom-Zelllinien SH-SY5Y und UKF-
NB3 sind mit denen in der Literatur zu findenen Werte (Tabelle 15) vergleichbar.  
Die Inkubation der Leukämie-Zelllinien Molt4/8, H9 und K562 zeigte IC50-Werte von 10 - 
47 µM für Treosulfan bzw. 16 – 560 µM für Busulfan. Diese Ergebnisse sind vergleichbar 
mit den Daten von Lanvers-Kaminsky und Schmidmaier (Lanvers-Kaminsky et al. 2006, 
Schmidmaier et al. 2004). Diese Unterschiede in der Zytotoxizität von Treosulfan und 
Busulfan konnte in einigen Arbeiten auch an Tumor-Zelllinien gezeigt werden. Ein genauer 
Vergleich der Studien wird durch unterschiedliche Inkubationszeiten zwischen 24 und 96 
Stunden erschwert.  
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Tabelle 15: Zusammenfassung der in der Literatur veröffentlichten IC50-Werte für 
Treosulfan und Busulfan auf Zelllinien.  
 
  
 
IC50 
Treosulfan 
[µM] 
 
IC50 
Busulfan 
[µM] 
… 
 
Literatur 
 
Leuk. 
Zelllinien 
 
 
H9 (T-ALL) 
 
 
n.d. 
 
 
166,5 
 
 
(Sanyal et al. 2000) 
 Molt-4 (T-ALL) 26,9 389 (Lanvers-Kaminsky et al. 2006) 
 U937 (AML) 
    
< 10 n.d. (Schmidmaier et al. 2004) 
 
Tumor-
Zelllinien 
 
 
Renale Tumor-Zelllinie 
 
 
5-5000 
 
 
n.d. 
 
 
(Kopf-Maier 1998) 
 SH-SY5Y (Neuroblastom 2,54 n.d. (Lanvers-Kaminsky et al. 2006) 
 Ewing-Sarkom-Zelllinie 
    
1-250 200-1000 (Werner et al. 2007) 
 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Zytotoxizität von Treosulfan und Busulfan auf frische 
Leukämiezellen von 21 pädiatrischen Patienten mit Akuten Leukämien untersucht. 
Limitationen bei den Untersuchungen ergaben sich durch die geringe Menge an 
Zellmaterial, die nach Abschluss der Diagnostik zur Verfügung gestellt wurde. Desweiteren 
konnten die Leukämiezellen zum Teil nur sehr schwer in Kulturmedium gehalten werden, 
wodurch von ursprünglich 35 Leukämie-Proben nur 24 vermessen und ausgewertet werden 
konnten, da die Vitalität in den anderen Proben mangelhaft war. Für eine Mindest-Vitalität 
in der Zell-Kontrolle wurden >65% festgelegt. 
Die in dieser Arbeit ermittelten IC50-Werte entsprechen den in der Literatur gefundenen. 
Schmidmaier et al. (Schmidmaier et al. 2004) berichten von IC50 Werten von 10 µM für 
Treosulfan in leukämischen Zellen von 5 AML Patienten. Für primäre Zellen solider 
Tumore erwachsener Patienten sind IC50-Werte von 39,4 µM für Treosulfan angegeben (Di 
Nicolantonio et al. 2004). Die IC50-Werte für Treosulfan für das multiple Myelom liegen 
auch in diesem Größenbreich (Meinhardt et al. 2003). In ähnlichen Bereichen scheinen die 
Daten für Zelllinien zu liegen, zusammengefasst in Tabelle 15. Für Treosulfan sind Werte 
von 1-600 µM, für Busulfan von 3-5000 µM zu finden.  
In den 24 im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proben waren die IC50-Werte für 
Treosulfan 2-8 fach niedriger als die für Busulfan (Median IC50 für Treosulfan: 30,6 µM, 
Median IC50 für Busulfan: 133 µM). Außerdem steigen die IC50-Werte vom Zeitpunkt der 
Diagnose (Median: Treosulfan: 11,45 µM, Busulfan: 96,45 µM) über die Progression 
(Median: Treosulfan: 45,95 µM, Busulfan: 253,75 µM) bis zum Rezidiv (Median: 
Treosulfan: 153,15 µM, Busulfan: 223,3 µM) hin an, und zwar um das 8-fache bei 
Treosulfan und das 2,5-fache bei Busulfan. Der Unterschied der Zytotoxizität von 
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Treosulfan auf Leukämieproben aus Diagnose bzw. aus Rezidiv war statistisch signifikant 
(p=0,02). Der Unterschied bei Busulfan war dagegen nicht signifikant (p=0,13). Diese 
Ergebnisse deuten darauf hin, dass Treosulfan bei niedrigen Konzentrationen effektiver 
wirkt als Busulfan. Da keiner der Patienten bis auf einen in vorherigenen Behandlungen 
Treosulfan oder Busulfan erhalten hatte, könnte das auf eine Kreuzresistenz hinweisen. 
Styczynski et al. (Styczynski et al. 2007) veröffentlichten mediane IC50-Werte von 6µM 
und 77µM für Proben von an AML erkrankten Kindern, die ein Rezidiv erlitten im 
Vergleich zu denen, die in Remission blienen. Eine andere Erklärung könnte sein, dass es 
sich um ein statistisches Phänomen handelt, da die Anzahl der Patientenproben für 
solcherlei Auswertungen sehr limitierend waren. Dies wird auch von den Ergebnissen von 
Teicher et al. (Teicher et al. 1986) belegt, dass es keinen Hinweis auf pleiotrope 
Resistenzen von Alkylanzien gibt und auch Schmidmaier konnte keine Korrelation zu einer 
früheren Chemotherapie beobachten (Schmidmaier et al. 2004). 
Interessanterweise zeigte sich für Treosulfan und Busulfan eine signifikant höhere 
Zytotoxizität gegenüber T-ALL-Proben im Vergleich zu cALL-Proben (Treosulfan p=0,02, 
Busulfan p=0,03). 
Desweiteren wurden die durchflusszytometrischen Ergebnisse zur Apoptose in dieser 
Arbeit auch über Western Blot zur Caspase 3 Bestimmung überprüft. Auch hier ist sowohl 
bei den Proben eines Patienten mit ALL als auch bei einer Probe der Zelllinie Molt4/8 eine 
Konzentrationsabhängigkeit der Wirkung von Treosulfan auf die Zellapoptose zu erkennen. 
In Studien anderer Arbeitsgruppen konnte ebenfalls bestätigt werden, dass Treosulfan 
Caspase 3, Caspase 9 und Bcl-2 beeinflusst (Meinhardt et al. 2003, Schmidmaier et al. 
2004, Werner et al. 2007). Außerdem wurde sowohl für Treosulfan als auch für Busulfan 
veröffentlicht, dass beide Substanzen über einen so genannten G2-Arrest wirken (Hassan et 
al. 2001, Werner et al. 2007). Dabei handelt es sich um die prämitotische oder 
Postsynthesephase, in der sich die Zelle auf die Mitose vorbereitet, was dann letztendlich 
nach erfolgtem Arrest nicht stattfindet, die Zelle teilt sich nicht mehr und stirbt dann. 
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5.3. In vitro und in vivo Daten zur Konditionierung mit Busulfan und 
Treosulfan – Wirkung auf maligne und nicht maligne Zellen 
 
Die limitierende Dosis von Treosulfan beträgt 47 g/m2 Körperoberfläche bei Erwachsenen 
(Scheulen et al. 2000). Bei Busulfan beträgt sie 16 mg/kg KG (Blaise et al. 1992), was nur 
ca. einem 100fachen Teil der Treosulfandosis entspricht. Dieses Dosis-Wirkungs-Verhältnis 
wird auch in Xenograftmodellen bestätigt. 2003 wurden die ersten Daten von Fichtner et al. 
(Fichtner et al. 2003) über ALL-Modelle in NOD/SCID Mäusen veröffentlicht.  Dafür 
wurden leukämische Zellen (T-ALL, B-ALL und prä-B-ALL je n=1) von drei Kindern 
verwendet. Treosulfan kam in einer 100fach höheren Konzentration (1x3000 mg/kg oder 
3x1500 mg/kg oder 3x1000 mg/kg) zum Einsatz als Busulfan (3x10 mg/kg oder 3x20 
mg/kg). In allen Vergleichsgruppen zeigte die Verwendung von Treosulfan ein besseres 
Outcome. Die kürzlich erschienene Arbeit von Werner et al. (Werner et al. 2007) 
beschreibt, dass Treosulfan auch das Tumorwachstum in Mausmodellen besser suppremiert 
als Busulfan. Hier wurden Ewing-Sarkome in einem Xenograft-Modell untersucht, wobei 
auch hier Treosulfan in einer 100fach höheren Dosis gegeben wurde gegenüber Busulfan.  
Die zu erreichenden Plasmalevel für Treosulfan liegen bei der Hochdosischemotherapie bei 
4,5 mmol/l, bei der konventionellen Therapie bei 1,6 mmol/l (Hilger et al. 1998, Scheulen 
et al. 2000).  
In Xenograft-Modellen konnte in der Vergangenheit nicht nur die Wirkung von Treosulfan 
und Busulfan auf maligne Zellen getestet werden, sondern es fanden auch Studien zur 
Zytotoxizität gegenüber nicht malignen Zellen statt. Dies hat zum einen Einfluss auf die 
Nebenwirkungen, zum anderen auf die Einsetzbarkeit der Substanzen zur Vorbereitung 
einer Transplantation. Bei der konventionellen Chemotherapie sind sowohl 
Organtoxizitäten, vor allem aber toxische Wirkungen auf das Blut und das blutbildende 
System als limitierende Faktoren bekannt. Im Vergleich dazu soll in einer Hochdosis-
Chemotherapie vor allem die Depletion der Stammzellen gewährleistet sein, damit das 
Knochenmark frei von autologen Stammzellen ist, um ein optimales Anwachsen der 
transplantierten Zellen zu gewährleisten. Hier spielt aber auch die Depletion der 
Immunzellen im peripheren Blut eine große Rolle, da vor allem residuale T-Zellen zu einer 
Abstoßung des Transplantates führen können. Ein optimales, in der Hochdosis-
Chemotherapie einzusetzendes Medikament sollte daher neben der zytotoxischen Wirkung 
auf maligne Zellen eine myelo- und lymphotoxische Wirkung auf Stammzellen und das 
restliche blutbildende System besitzen. Treosulfan und Busulfan werden sowohl zur 
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autologen als auch zur allogenen Stammzell-Transplantation eingesetzt. Bei Erwachsenen 
gibt es zahlreiche Daten über das Outcome bei Konitionierung mit Treosulfan (Beelen et al. 
2005, Casper et al. 2004, Kroger et al. 2006, Scheulen et al. 2000). Treosulfan wurde 
dagegen nur sehr spärlich bei Kindern angewendet, veröffentlichte Daten sind nur über drei 
autolog transplantierte Kinder (Drabko et al. 2005) und von 44 an AML erkrankten 
Kindern, die nach Treosulfan-Konditionierung eine allogene Stammzell-Transplantation 
erhielten, zu finden (Styczinsky et al. 2007).  
Aus diesem Grund war es interessant, die Wirkung von Treosulfan auf Subpopulationen 
normaler Lymphozyten sowie auf Stammzellen explizit zu untersuchen. Aus 
Mausmodellen, veröffentlicht von Sjöö et al. (Sjoo et al. 2006) ist bekannt, das Treosulfan 
eine hervorragende immunsuppressive Wirkung hat. Es erfolgte eine rasche Depletion der 
T-und B-Zellen, wobei in der T-Zell-Population kein Unterschied zwischen zytotoxischen 
T-Zellen und T-Helfer-Zellen festgestellt werden konnte. Es wurde beschrieben, dass das 
größte Nebenwirkungsrisiko von der Zerstörung von Gewebe und dem damit einsetzenden 
„Zytokin-Sturm“ ausgeht (Ferrara et al. 2003, Holler 2002). Es wurde auch darüber 
spekuliert, ob dieser Zytokin-Sturm Donor-Lymphozyten aktiviert (vor allem vom TH1-
Typ) (Remberger und Ringden 1995, Remberger et al. 1995). Interessant wird das bei TNF-
α, INF-γ und IL-2, da sie sowohl bei der Entstehung der GvHD als auch der VOD eine 
Rolle spielen (Ferrara et al. 2003, Holler 2002, Remberger und Ringden 1995, Remberger 
et al. 1995). Da Treosulfan die zxytokinproduzierenden T-Zellen erfolgreich depletiert, 
bleibt ein Zytokin-Sturm aus und so kommt es nicht zu einer VOD. Im Gegensatz dazu 
induziert Busulfan sogar eine zelluläre Signalkaskade, wodurch das Risiko für eine VOD 
steigt (Dressel et al. 2003). 
Auch Ploemacher et al. (Ploemacher et al. 2004) arbeiteten an Mausmodellen und zeigten, 
dass Treosulfan in nicht-myeloablativen Konditionierungsprotokollen zu einem erhöhten 
Spender-Chimerismus und einer immunologischen Toleranz führte. 
Für Stammzellen und Progenitoren lassen sich einige Daten in der Literatur finden. 
Allgemein ist zu sagen, dass Alkylanzien eine höhere Zytotoxizität gegenüber Stammzellen 
haben als Nukleotidanaloga (Schmidmaier et al. 2006). Sjöö et al. zeigten, dass CFU-GM 
bei der Behandlung mit Treosulfan schon nach einem Tag, bei Busulfan erst am dritten Tag 
den Nadir erreichten. Interessanterweise konnte auch gezeigt werden, dass der mediane 
IC50-Wert für Busulfan auf mesenchymale Stammzellen bei über 3000 µM liegt, was im 
Vergleich zu anderen Zellpopulationen sehr hoch ausfällt (Li et al. 2004).  
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Treosulfan T-, NK- und Stammzellen 
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zuverlässig depletiert. Im Vergleich war Treosulfan bei den Lymphozytenpopulationen 
dreifach und in der Wirkung auf die Stammzellen 20fach effektiver als Busulfan. Die 
medianen IC50-Werte für die normalen Lymphozyten lag für Treosulfan bei 12,3 µM und 
für Busulfan bei 89,9 µM. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte dargestellt werden, dass die Zytotoxizität von Treosulfan 
und Busulfan auf normale Lymphozyten im Vergleich auf Leukämiezellen bei einem 
Rezidiv einen signifikanten Unterschied zeigte (p= 0,03 für Treosulfan und p= 0,02 für 
Busulfan; siehe Kapitel 4.3.2.). Die Zytotoxizität beider Substanzen auf normale Zellen im 
Vergleich auf Leukämiezell-Proben aus Diagnose oder auf alle in dieser Arbeit 
untersuchten Leukämiezellen im Gesamten war nicht signifikant unterschiedlich.  
Damit konnten hier erste Daten generiert werden, dass Treosulfan möglicherweise alle 
Anforderungen an einem Chemotherapeutikum zur Konditionierung erfüllt. 
Da zur Konditionierung meist eine Polychemotherapie genutzt wird, ist die Interaktion der 
verschiedenen Zytostatika von großem Interesse. Daher wurde in dieser Arbeit das mit 
Hilfe von Median-Effekt-Analysen das Zusammenwirken von Treosulfan bzw. Busulfan 
mit Fludarabin in vitro untersucht. Mittels computergestützter Auswertung konnte für 
Busulfan in allen Kombinationen mit Fludarabin nur ein Antagonismus nachgewiesen 
werden. Im Gegensatz dazu konnte bei der Kombination von Treosulfan und Fludarabin ab 
einer Treosulfan-Konzentration größer 1 µM ein Synergismus nachgewiesen werden. Für 
Treosulfan-Konzentrationen kleiner 1 µM konnte ebenfalls nur ein Antagonismus 
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse sprechen dafür, dass Treosulfan in Kombination 
mit Fludarabin in Konditionierungsschemata eingesetzt werden kann. Auch Casper et al. 
konnten in einer Studie mit 55 Patienten den sicheren und effizienten Einsatz von 
Treosulfan und Fludarabin zur Konditionierung vor allogener Stammzelltransplantation bei 
hämatologischen Erkrankungen belegen (Casper et al. 2004).  
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5.4. In vivo Daten – Immunrekonstitution nach Treosulfan- oder 
Busulfan-Konditionierung  
 
Die Immunrekonstitution wird von zahlreichen Faktoren wie Transplantatquelle oder 
immunsuppressive Therapie beeinflusst. Während des ersten Monats nach Transplantation 
erscheinen als erstes die NK-Zellen, gefolgt von den zytotoxischen T-Zellen in den 
Monaten 2 - 3 und den B-Zellen in den Monaten 3 - 5 nach Transplantation. Die T-Helfer-
Zellen rekonstituieren dagegen eher langsam und erreichen normale Werte erst gegen Ende 
des ersten Jahres nach Transplantation (de Vries et al. 2000, Kalwak et al. 2002, Kim et al. 
2004, Kook et al. 1996). Bei den ersten zytotoxischen T-Zellen handelt es sich meist um 
memory Zellen (CD3+CD8+CD45RO+), sie entwickeln sich aus den im Transplantat 
enthaltenen T-Zell-Vorläufern, die naiven Zellen (CD3+CD8+CD45RA+) regenerieren aus 
den angewachsenen Stammzellen und erscheinen erst einige Wochen bis Monate nach 
Transplantation im peripheren Blut. Ab der 6. Woche nach Transplantation erscheinen die 
CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen, welche eine große Rolle bei der immunologischen 
Toleranz gegen eigene und fremde Antigene spielen. Deren Rekonstitution kann somit 
entscheidend bei der Unterdrückung einer GvHD sein (Hori et al. 2003). 
Die Immunrekonstituion unterliegt allerdings zahlreichen Faktoren. Zum einen wird sie 
durch das Alter des Empfängers variiert. Bei Erwachsenen dauert die komplette 
Immunrekonstitution vergleichsweise lang mit 2-3 Jahren (Storek et al. 1995). Dies wird in 
der abnehmenden Thymusfunktion mit steigendem Alter begründet (Chung et al. 2001, 
Douek et al. 1998, Dumont-Girard et al. 1998, Roux et al. 2000). Bei Kindern beträgt die 
Zeit der Immunrekonstitution nur 1 bis 11/2 Jahre (Eyrich et al. 2001, Eyrich et al. 2003, 
Eyrich et al. 2005, Kalwak et al. 2002, Kook et al. 1996, Nakamura et al. 2001).  
Außerdem hängt die Immunrekonstitution der einzelnen hämatologischen Zellgruppen stark 
von der Transplantatquelle ab. In der Regel zeigt eine Transplantation mit unmanipulierten 
peripheren Blutstammzellen eine schnellere Immunrekonstitution als eine Transplantation 
mit Knochenmark oder manipulierten Stammzellpräparaten (Behringer et al. 1999, Ottinger 
et al. 1996), was in der unterschiedlichen Anzahl der im Transplantat enthaltenen 
Lymphozyten begründet ist. G-CSF stimulierte Stammzellprodukte bewirken durch ihre 
große Anzahl von Lymphozyten und Monozyten eine schnellere Immunrekonstitution und 
besitzen ein verbessertes therapeutisches Potential (Autran et al. 1997, Henon et al. 1992, 
Mills et al. 1996, Nolte et al. 1998, Rosillo et al. 1996, Shenoy et al. 1999, Singh et al. 
1999, Talmadge 1994, Talmadge et al. 1996, Weaver et al. 1994). Die Rolle der 
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infundierten Zellen auf die Langzeit-Immunrekonstitution ist allerdings noch unklar (Fry 
und Mackall 2005, Michallet et al. 2000). Erfolgt eine Transplantation mit unmanipulierten 
Stammzellpräparaten oder Knochenmark, erfolgt die Immunrekonstitution von T-Zellen in 
der ersten Zeit aus den im Transplantat enthaltenen T-Zellen. Patienten, die 
Transplantatquellen mit T-Zell-Depletion erhalten, sind am längsten immundefizient. Diese 
Methode nutzt man heute sehr oft bei Leukämie-Patienten. Hier zeigen sich deutlich höhere 
Infektionsraten, allerdings kann dem durch gezielte Donor-Lymphozyten-Infusionen 
vorgebeugt werden.  
Bei der Form der haploidenten Transplantation ist eine T-Zell-Depletion unerlässlich. Bei 
positiv angereicherten Stammzellen hat man allerdings sowohl ein deutlich verlangsamtes 
Engraftment als auch eine verzögerte Immunrekonstitution beobachtet. Deshalb wird immer 
häufiger die Aufreinigungsmethode der CD3/CD19-Depletion angewandt. Bethge et al. 
(Bethge et al. 2007) zeigten damit eine Verbesserung der Rekonstitution, was auf das 
Vorhandensein von Monozyten und allen Lymphozytensubpopulationen außer CD3+ T- und 
CD19+ B-Zellen zurückzuführen sein könnte.  
Die Immunrekonstitution kann auch von der Chemotherapie abhängig sein. Eine 
Verringerung der Chemotherapie vor Transplantation wird hinsichtlich der Geschwindigkeit 
der Immunrekonstitution sehr kontrovers diskutiert. Einige Gruppen sehen einen deutlichen 
Einfluss der Reduktion der Chemotherapie (Chao et al. 2002, Schulenburg et al. 2005), 
andere Gruppen zeigen das nicht (Maris et al. 2003). Allerdings wurde auch berichtet, dass 
einige Chemotherapeutika, in erster Linie Alkylanzien, sich verzögernd auf die 
Immunrekonstitution auswirken (Boccadoro et al. 2002, Tricot et al. 1995).  
Ein weiterer Faktor, der die Immunrekonstituion beeinflusst, ist das Auftreten einer GvHD. 
Zum einen kann eine GvHD eine Thymus-Dysplasie induzieren, wodurch die Reifung von 
T-Zellen gestört wird (Fukushi et al. 1990, Hollander et al. 1994, Seddik et al. 1980, 
Seemayer et al. 1977, van den Brink et al. 2000). Außerdem kann die Behandlung einer 
GvHD einen Einfluss nehmen. Der Einsatz von ATG oder Methotrexat kann zum Beispiel 
zu einer verlangsamten T-Zell-Rekonstitution führen (Small et al. 1997, Kolb et al. 1973).  
Die Folgen einer verlangsamten Immunrekonstituion sind eine erhöhte Infektions- und 
Rezidiv-Gefahr (Kook et al. 1996, Maraninchi et al. 1987, Ochs et al. 1995, Storek et al. 
1997). Bei der Mortalitätsrate nach Transplantation spielen vor allem CMV und 
Aspergillus-Infektionen eine tragende Rolle (Ganepola et al. 2007) (siehe auch S. 31, 32). 
Es konnte gezeigt werden, dass die Inzidenz für eine Adenoviruserkrankung bei 
Transplantation mit T-Zell-depletiertem Graft und bei aufgetretener GvHD stieg 
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(Feuchtinger et al. 2007). Der Schutz gegen diese und andere Infektionen korreliert mit der 
Anwesenheit von antigenspezifischen T-Zellen (Parkman 2007). Empfänger, die in der 
Lage sind, antigenspezifische T-Zellen zu bilden, zeigen ein deutlich besseres Überleben 
(Parkman et al. 2006). In diesem Zusammenhang konnte auch gezeigt werden, dass sich das 
Vorhandensein von antigenspezifischen T-Zellen positiv auf die Rezidiv-
Wahrscheinlichkeit auswirkt. Allerdings ist nicht bekannt, ob es einen direkten Einfluss auf 
ein Rezidiv gibt oder ob die Anwesenheit von antigenspezifischen T-Zellen lediglich ein 
Immunsystem mit adäquater Kompetenz wiederspiegelt (Parkkali et al. 1996).  
Wie erwähnt hat auch die Zusammensetzung der Hochdosischemotherapie einen Einfluss 
auf die Immunrekonstitution. Dies wurde auch in der hier vorliegenden Arbeit untersucht. 
Treosulfan wird in der internistischen Hämatologie/Onkologie seit mehreren Jahren 
erfolgreich eingesetzt, wobei ein Vorteil gegenüber Busulfan z. B. hinsichtlich des 
Nebenwirkungsspektrums beobachtet wurde. Busulfan wird auch seit mehreren Jahren in 
der Pädiatrie zur Konditionierung vor der Stammzell- oder KM-Transplantation eingesetzt. 
Während der Erstellung dieser Arbeit wurden deutschlandweit nur sehr wenige, vereinzelte 
Kinder mit Treosulfan konditioniert, da Treosulfan bis jetzt nicht Bestandteil der 
pädiatrischen Behandlungsprotokolle war. 
Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die Immunrekonstitution bei pädiatrischen Patienten 
mit AML nach allogener Knochenmarktransplantation (n=9) über einen Zeitraum von 15 
Monaten überwacht. Einer der Patienten wurde mit Treosulfan konditioniert, die anderen 
erhielten Busulfan.  
Bei beiden Gruppen wurde deutlich, dass die KM-Transplantation ein schnelles Anwachsen 
der transplantierten Zellen gewährleistete. Bei beiden Arten der Konditionierung schien die 
Rekonstitution der Leukozyten gleich gut/schnell zu erfolgen.  
Bei dem prozentualen Anteil der Lymphozyten waren sehr große Schwankungen zu 
verzeichnen, wobei die Prozentwerte (Lymphozyten) für den Treosulfan-konditionierten 
Patienten auch ein Jahr nach Transplantation noch weit unter denen der Busulfan-Gruppe 
lag. Die Immunrekonstitution der CD3+CD4+ T-Helfer-Zellen, CD19+ B-Zellen und 
CD56+CD3- NK-Zellen verlief bei dem Treosulfan-konditionierten Patienten ähnlich zu 
denen der Busulfan-Gruppe.  
Mit den zytotoxischen T-Zellen (CD3+CD8+) lag der Treosulfan-konditionierte Patient bis 
zum Ende des Beobachtungszeitraumes (15 Monate) mit ca. 100 Zellen /µl deutlich unter 
der Busulfan-Gruppe (ca. 1000 Zellen/µl). Es war über den gesamten 
Beobachtungszeitraum ein immer wieder ansteigender CRP Werte bei dem Patienten zu 
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beobachten. Die erniedrigte Zahl CD3+CD8+ zytotoxischer T-Zellen könnte ein erhöhtes 
Risiko für das Auftreten von Infektionen oder einem Rezidiv bergen. Die niedrige Zahl der 
zytotoxischen T-Zellen könnte zum einen durch verlangsamte Rekonstitution oder durch 
den „Verbrauch“ der Zellen bei einer bereits bestehenden Infektion begründet sein. Eine 
solche Infektion würde auch mit den immer wieder steigenden CRP-Werten korrelieren, 
allerdings konnten keinerlei Erreger nachgewiesen werden. Eine verlangsamte 
Immunrekonstitution könnte durch die medikamentöse Behandlung mit CSA (bis Monat 2), 
mit MMF (bis Monat 12) und mit Prednison (von Monat 4 bis Monat 10) begründet sein, da 
diese Medikamente nachweislich die Immunrekonstitution von T-Zellen verlangsamen. 
Aber gerade die Rekonstitution der zytotoxischen T-Zellen hat einen großen Einfluss auf 
die Prognose. Köhl et al. (2007) konnte beschreiben, dass die schnelle Immunrekonstitution 
von zytotoxischen T-Zellen  deutlich die Überlebenschance erhöht. Im Rahmen dieser 
Untersuchung konnte auch die Rekonstitution naiver, memory und aktivierte T-Zellen bei 
dem Treosulfan-Konditionierten Patienten verfolgt werden. Es war zu erkennen, dass bis 
zum Monat 9 nach Transplantation sowohl bei den T-Helfer-Zellen (CD3+CD4+) als auch 
bei den zytotoxischen T-Zellen (CD3+CD8+) vor allem die Gedächtniszellen 
(CD4+CD45RO+ und CD8+CD45RO+) dominierten. Das die ersten T-Zellen die im 
peripheren Blut nach Transplantation erscheinen vom Gedächtnistyp sind, ist auch in der 
Literatur zu finden (Eyrich et al. 2003). Diese Gedächtniszellen entwickeln sich aus den im 
Transplantat enthaltenen T-Vorläufer-Zellen. Bis zum Monat 9 nach Transplantation waren 
die naiven und aktivierten T-Zellen noch nicht regeneriert. Allerdings war ein erster Take 
der regulatorischen T-Zellen (CD4+CD25+)zu verzeichnen, was z. B. zum Schutz vor 
GvHD beitragen kann (Atanackovic et al. 2008) 
 
Zusammenfassend ist zu sagen, dass der Treosulfan-Patient mit der Rekonstitution seiner 
zytotoxischen T-Zellen zum Teil deutlich unter derer der Vergleichsgruppe blieb. 
Allerdings kann dies nur als Fallbeispiel angesehen werden, was keine allgemeine 
Gültigkeit besitzen muss. Dafür wäre eine Beobachtung mit größeren Patientengruppen 
nötig, was derzeit nicht möglich ist, da bisher nur sehr vereinzelt pädiatrische Patienten mit 
Treosulfan konditioniert werden. 
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6. Zusammenfassung 
 
Ziel dieser Arbeit war es, die Zytotoxizität von Treosulfan und Busulfan auf 
Leukämiezellen von pädiatrischen Patienten mit Akuten Leukämien zu untersuchen. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurden in vitro und erste in vivo Untersuchungen durchgeführt: 
 
1. In vitro Untersuchungen 
Zuerst wurde eine durchflusszytometrische Methode optimiert zum Nachweis der 
Zytotoxizität von Treosulfan und Busulfan auf maligne Zellen pädiatrischer Patienten mit 
Akuten Leukämien. Mit diesem durchflusszytometrischen Assay war es möglich, die 
Zytotoxizität auf maligne von der auf nicht maligne Zellen zu unterscheiden. Dies war 
unerlässlich, da in den frisch isolierten Leukämiezellen der Patienten bis zu 55% normale 
Lymphozyten enthalten waren. Darüber hinaus erlaubte diese Methode die simultane 
Bestimmung der Zell-Apoptose in jeder Probe. 
An Leukämie-Zelllinien wurde dieser multiparametrische Assay anschließend mit dem 
MTT-Assay verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass die Bestimmung von 
Zytotoxizitäten mit beiden Methoden an den Zelllinien Molt 4/8 und H9 gut korrelierte 
(r≥0,95). Für das Arbeiten mit Patientenmaterial wurde ausschließlich die 
durchflusszytometrische Methode angewendet, da in den Proben der Patienten die 
Differenzierung zwischen leukemischen Zellen und normalen Lymphozyten essentiell war. 
In den Leukämie-Zelllinien Molt4/8, H9 und K562 zeigte sich, dass Treosulfan eine 
stärkere Zytotoxizität zeigte als Busulfan.  
In die Untersuchungen frischer Leukämiezellen pädiatrischer Patienten mit Akuten 
Leukämien konnten 24 Proben unterschiedlicher Leukämien (cALL, reife B-ALL, reife T-
ALL, AML) und unterschiedlicher Erkrankungszeitpunkte (bei Diagnose oder bei Rezidiv) 
eingeschlossen werden. In diesen Proben zeigte Treosulfan eine deutlich bessere Wirkung 
als Busulfan. Es wurde trotz des kleinen Patientenkollektivs deutlich, dass die T-ALL 
gegenüber der cALL sensitiver auf Treosulfan reagiert. Außerdem war die Zytotoxizität von 
Treosulfan und Busulfan gegenüber der T-ALL signifikant höher als gegenüber c-ALL 
(Treosulfan: p=0,02, Busulfan: p=0,03). Die IC50-Werte stiegen vom Zeitpunkt der 
Diagnose (Median: Treosulfan: 11,45 µM, Busulfan: 96,45 µM) über die Progression 
(Median: Treosulfan: 45,95 µM, Busulfan: 253,75 µM) bis zum Rezidiv (Median: 
Treosulfan: 153,15 µM, Busulfan: 223,3 µM) hin an, und zwar um das 8-fache bei 
Treosulfan und das 2,5-fache bei Busulfan. Der Unterschied der Zytotoxizität von 
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Treosulfan auf Leukämieproben zum Zeitpunkt der Diagnose gegenüber dem Rezidiv war 
statistisch signifikant (p=0,02). Für Busulfan ergab sich für diese Untersuchungszeitpunkte 
keinen signifikanten Unterschied (p=0,13). 
Vergleichend zu den Ergebnissen an frisch isolierten Leukämiezellen wurde die Wirkung 
von Treosulfan und Busulfan auf normale Lymphozytensubpopulationen und Stammzellen 
untersucht. Auch hier zeigte Treosulfan eine stärkere Zytotoxizität im Vergleich zu 
Busulfan. Insgesamt reagierten normale Lymphozyten sensitiver auf die Alkylanzien im 
Vergleich zu den Leukämiezellen (Mediane IC50-Werte für Treosulfan und Busulfan  auf 
Lymphozyten: 12,3 µM und 89,9 µM, auf Leukämieproben: 30,6 µM und 133 µM mit 
p=0,03 und p=0,02). 
In einem weiteren Experiment sollte die Interaktion von Treosulfan und Busulfan mit 
Fludarabin untersucht werden. Fludarabin ist ein Purin-Analogon, das in der Pädiatrie in 
Kombination mit Alkylanzien zur Chemo-Konditionierung eingesetzt wird. Bei der 
Inkubation von Fludarabin mit Treosulfan-Konzentration größer 1 µM war ein deutlicher 
Synergismus zu verzeichnen. Die Kombination von Fludarabin mit Busulfan ergab 
Antagonismus.  
 
2. In vivo Untersuchungen 
Es wurde die zelluläre Immunrekonstitution bei pädiatrischen Patienten mit AML (n=9) 
nach allogener Knochenmarktransplantation überwacht. Ein Patient wurde mit Treosulfan 
konditioniert (n=1), die anderen Patienten (n=8) erhielten Busulfan zur Konditionierung. 
Die Rekonstitution der Leukozyten, B-Zellen, NK-Zellen und T-Helferzellen verlief in 
beiden Gruppen ähnlich. Ein signifikanter Unnterschied konnte für die Rekonstitution der 
CD3+CD8+ zytotoxischen T-Zellen gezeigt werden, die bei dem Patienten, der mit 
Treosulfan konditioniert wurde, signifikant niedriger war im Vergleich zur Busulfangruppe. 
Da bei dem Patienten, der Treosulfan erhielt, die CRP-Werte über einen längeren Zeitraum 
erhöht waren und Infektionen die Rekonstitution von zytotoxischen T-Zellen maßgeblich 
beeinflussen, bietet dies eine mögliche Erklärung für diesen Unterschied. Aussagen können 
jedoch nur mit einem größeren Patientenkollektiv getroffen werden. 
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7. Anhang 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Therapieübersicht zur Studie ALL-BFM 2000 gültig ab 26.09.2007 
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Therapieübersicht zur Studie AML-BFM 2004 
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CD-Nomenklatur der eingesetzen Antikörper zur Durchflusszytometrie 
 
CD-Nr. 
 
andere Bezeichnung/Molekül/Antigen 
 
zelluläre Reaktivität 
 
CD3 
 
T3, CD3-Komplex 
 
T 
CD4 T4, MHC-Klasse II und HIV-Rezeptor TH1, TH2, M, MΦ 
CD8 T8, MHC-Klasse I-Rezeptor T, NK 
CD10  Neutrale Endopeptidase, gp100, Allgem. ALL-Antigen cALL, Keimzentrums-B, G 
CD13  Zink-Metalloprotease, Aminopeptidase N, gp150 M, G 
CD14 LPS-/LBP-Rezeptor, gp55 M, G, DC, B 
CD19  Bgp95, Slg-Familie, Komplex mit CD21 und CD81 B 
CD25 α-Kette des IL-2-Rezeptors, Tac-Antigen aktivierte T, Treg, B, M, reife DC 
CD28 Tp44, CD80-Rezeptor, CD86-Rezeptor einige T 
CD34 My10, bindet CD62L (L-Selectin) hämatopoetische Vorläufer, Eo 
CD45 T200, Allgem. Leukozyten-Antigen Leukozyten 
CD45RA restringierter T200, gp220, Isoform von CD45 naive T, B, M 
CD45RO restringierter T200, gp180, Isoform von CD45 T-Subpop, G, M, MΦ 
CD56 NKH1, Isoform des neuronalen Zelladhäsionsmoleküls NK, akt. Lymphozyten 
CD69 Aktivierungsinduzierendes Molekül früh akt. T, B, MΦ 
CD127 α-Kette des IL-7-Rezeptor lymph. Vorläufer, pro B, reife T, M 
CD133  AX133 Stammzellen 
7-AAD DNA-Interkalierend alle Zellen 
PI DNA-Interkalierend alle Zellen 
Annexin-V Phosphadidyl-Serin-Rezeptor alle Zellen 
    
B:  B-Zellen; 
Eo:  eosinophile Granulozyten 
DC:  dendritische Zellen 
G:  neutrophile Granulozyten 
M:  Monozyten 
MΦ:  Makrophagen 
NK:  NK-Zellen 
T:  T-Zellen 
TH:  Helfer-T-Zellen 
Treg:  regulatorische T-Zellen 
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Unterscheidung von apoptotischen und toten Zellen mittels AnnexinV und PI Färbung 
 
Treosulfan 
[µM] 
   
 
AnnexinV+ 
[%] 
 
PI+ 
[%] 
 
∑ AnnexinV+ / PI+ 
[%] 
 
0 
 
2,8 7,9 12,4 
1,0 8,6 8,2 13,8 
2,5 21,9 18,6 44 
5,0 37,4 25,9 65,1 
7,5 49,9 35,1 76,8 
10,0 36,8 48,2 82,49 
20,0 29,8 59,2 84,8 
30,0 
    
20,9 77,2 89,9 
 
Tabelle zu Abbildung 12, Kapitel 4.1. 
 
 
 
Vergleich des durchflusszytometrischen Assay mit dem MTT-Assay zur Bestimmung 
der Treosulfan-Zytotoxizität 
  
Molt  
 
H9 
 
Treo 
 
[µM] 
 
MTT-Assay 
 
[% tote Zellen] 
 
Durchfluss.- 
Assay 
[% tote Zellen] 
 
Treo 
 
[µM] 
 
MTT-Assay 
 
[% tote Zellen] 
 
Durchfluss.- 
Assay 
[% tote Zellen] 
 
 
0 
 
0 0 
 
0 0 0 
1,75 12,9 5,9 17,5 21,63 17,98 
3,5 15,1 13,8 35,0 41,83 56,4 
7,0 42,05 41,9 70,0 68,24 60,72 
10,5 64,63 56,4 105 88,99 78,02 
17,5 77,63 64,3 140 90,05 85,65 
35 82,49 
 
74,18 175 92,77 97,45 
 
Tabelle zu Abbildung 13, Kapitel 4.1. 
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Zytotoxizität von Treosulfan und Busulfan auf Leukämie-Zelllinien 
  Molt4/8 
   
 
H9 
 
K562 
 
Treo 
[µM] 
   
 
Überleben 
[%] 
 
Überleben 
[%] 
 
Überleben 
[%] 
 
0,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
94,0 
 
100,0 
 
92,0 
 
99,8 
3,5 68,5 54,3 70,0       
7,0 61,1 50,2 66,8       
10,5 47,3 39,2 44,2       
17,5 30,5 26,1 32,4 75,5 92,0 88,4    
35,0    69,3 77,8 62,1    
70,0 13,3 15,7 20,4 38,1 52,4 42,3 79,4 84,2 69,1 
105,0 12,8 10,7 7,6 20,6 26,6 28,2    
140,0    12,8 10,4 15,8 55,3 66,4 68,1 
175,0    7,8 5,2 5,4    
210,0    5,3 5,9 4,000 25,500 30,8 20,2 
280,0 2,5 5,3 7,2 4,2 3,2 9,200 20,600 28,1 19,6 
350,0 2,5 2,9 3,5 4,3 2,2 1,100 16,300 15,3 11,2 
525,0 2,1 2,2 0,9 2,3 1,1 1,200 12,300 12,1 10,2 
   
 
Bus 
[µM] 
   
 
 
 
 
 
 
 
0,0 
 
100,0 
 
88,4 
 
97,4 
 
100,0 
 
98,2 
 
96,5 
 
100,0 
 
92,0 
 
99,8 
5,1 81,0 59,3 66,2       
10,15 69,2 48,2 55,3       
15,3 48,3 42,2 46,9       
20,3 49,2 36,4 43,8 89,2 70,3 75,8    
40,6          
80,8 40,7 30,1 29,8 80,9 66,2 68,2 79,4 84,2 69,1 
122,0 33,0 20,2 25,6 60,2 50,3 48,2    
162,6    23,9 18,7 29,4 30,0 69,1 68,1 
203,0 16,2 22,2 19,8       
244,0    10,6 12,8 25,9 25,5 38,4 20,2 
325,2 10,5 12,4 18,8 9,1 4,8 13,3 20,6 28,1 19,6 
406,0 5,6 6,8 4,7 6,3 5,2 7,7 16,3 15,3 11,2 
609,0 
   
   5,8 4,2 6,6 12,3 12,1 10,2 
 
Tabelle zu Abbildung 14, Kapitel 4.2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anhang 
 
105 
 
Zeitabhängigkeit der Zxtotoxizität von Treosulfan und Busulfan gegenüber der 
Zelllinie H9 
  24 h 
   
 
48 h 
 
72 h 
 
Treo 
[µM] 
   
 
Überleben 
[%] 
 
Überleben 
[%] 
 
Überleben 
[%] 
 
0,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
3,5 99,0 100,0 99,0    98,2 100,0 95,1 
7,0 97,2 98,3 97,2    82,4 96,2 95,6 
10,5 96,5 97,1 96,5    78,4 95,2 92,2 
17,5 98,1 97,2 98,1    75,5 92,0 88,4 
35,0 94,2 96,5 94,2    69,3 77,8 62,1 
70,0 89,3 95,4 89,3 82,4 92,0 88,4 37,0 54,1 42,3 
105,0 82,8 93,2 82,8 44,8 77,8 62,1 20,6 26,6 28,2 
140,0 78,2 92,0 88,4 40,3 69,2 60,1 12,8 10,4 15,8 
175,0 55,3 77,8 62,1 33,8 26,6 28,2 7,8 5,2 5,4 
210,0 38,2 54,1 42,3 12,8 10,4 15,8 5,3 5,9 4,000 
280,0 36,2 26,6 28,2 7,8 5,2 5,4 4,2 3,2 9,2 
350,0 23,8 10,4 15,8 5,3 5,9 4,0 4,3 2,2 1,1 
525,0 
     
17,2 5,2 5,4 4,2 3,2 9,2 2,3 1,1 1,2 
 
Bus 
[µM] 
   
 
 
 
 
 
 
 
0,0 
 
100,00 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,00 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,00 
 
100,0 
 
100,0 
5,1          
10,15          
15,3          
20,3 99,10 98,3 97,4 98,20 96,2 95,4 89,20 70,3 75,8 
40,6          
80,8 94,30 89,2 96,3 93,20 78,3 79,9 80,90 66,2 68,2 
122,0 87,20 81,3 85,3 81,20 62,8 70,3 60,20 50,3 48,2 
162,6 83,40 77,8 80,1 57,30 44,2 41,3 23,90 18,7 29,4 
203,0          
244,0 24,60 22,8 33,4 22,80 21,4 23,2 10,60 12,8 25,9 
325,2    9,30 14,5 19,8 9,10 4,8 13,3 
406,0 12,40 13,8 20,2 8,70 4,5 12,1 6,28 5,2 7,7 
609,0 
   
10,90 8,7 19,2 7,40 2,3 10,1 5,80 4,2 6,6 
 
Tabelle zu Abbildung 15, Kapitel 4.2. 
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Interaktion von Treosulfan bzw. Busulfan mit Fludarabin 
 
  Treosulfan 
 
Busulfan 
    
 
Fraction 
affected 
 
mutual  
exclusive 
 
mutual non-
exclusive 
 
mutual  
exclusive 
 
mutual non-
exclusive 
     
 
0,260 
 
3,000 
 
 
 
 
 
 
0,275 2,750    
0,290 2,500 3,000   
0,260 3,000    
0,275 2,750    
0,290 2,500 3,000   
0,320 2,150    
0,324  2,405   
0,359  2,040   
0,361 1,801    
0,415 1,442    
0,420  1,610   
0,450  1,400 3,000  
0,480 1,100 1,250 2,700  
0,510 1,000 1,100 2,430 3,000 
0,540 0,930 1,000 2,230  
0,570 0,860 0,900 2,050 2,350 
0,600 0,790 0,810 1,880 2,100 
0,630  0,750  1,900 
0,660  0,700 1,550 1,700 
0,690 0,620 0,640 1,400  
0,720 0,570 0,590 1,300  
0,735   1,211  
0,740 0,530 0,545   
0,750    1,270 
0,780 0,490 0,509 1,100 1,150 
0,810 0,460 0,470 1,040 1,049 
0,840 0,440 0,450 0,970 0,979 
0,870 0,415 0,420 0,930 0,935 
0,900 0,390 0,400 0,900  
0,930   0,860 0,864 
0,960   0,825 0,827 
…. 
 
Tabelle zu Abbildung 17, Kapitel 4.4. 
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Zytotoxizität von Treosulfan und Busulfan auf Neuroblastom-Zelllinien 
 
  SH-SY-5Y 
 
Greif 
    
 
Treo 
[µM] 
 
Überleben 
[%] 
 
Überleben 
[%] 
 
 
0,0 
 
100,0 
 
100,0 
3,5 54,9 44,6 
17,5 32,9 1,1 
35,0 28,9 1,0 
70,0  1,0 
175,0 1,0 1,0 
    
 
Bus 
[µM] 
 
  
 
0,0 
 
100,0 
 
100,0 
4,0 97,8 85,3 
20,3 81,1 60,1 
40,6 58,7  
80,8 4,1 42,8 
203,0 0,8 16,4 
    
 
Abbildung 18, Kapitel 4.5. 
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Zytotoxizizität von Treosulfan und Busulfan gegenüber Lymphozyten und 
Stammzellen gesunder Spender 
  T-Zellen 
Überleben 
[%] 
 
NK-Zellen 
Überleben 
[%] 
 
Stammzellen 
Überleben 
[%] 
    
 
Treo 
[µM] 
    
 
Spender 
1 
 
Spender 
2 
 
Spender 
3 
 
Spender 
4 
 
Spender 
5 
 
Spender 
6 
 
0,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
0,2      66,4 
0,4      58,2 
0,6      42,4 
0,8      24,2 
1,0      12,1 
1,75  96,6 96,6 51,4  2,8 
3,5  93,5 93,5 44,3  2,7 
8,7    33,1 53,4 2,6 
17,5 34,7 78,4 78,4 21,7 22,3 2,0 
35,0 17,9 60,1 53,4 20,1 15,3 1,9 
87,0 5,1 26,0 30,1 20,7 12,4 1,7 
174,0 3,2 19,3  23,2 9,3  
261,0 3,7 12,4 5,1 19,1 6,4  
348,0 
   
4,6 6,8 1,4 12,4 2,3  
 
Bus 
[µM] 
    
 
Spender 
1 
 
Spender 
2 
 
Spender 
3 
 
Spender 
4 
 
Spender 
5 
 
Spender 
6 
 
0,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
2,0      88,3 
4,0      78,2 
5,1 96,6  96,6 74,2 69,3 64,1 
8,0      54,2 
10,15 93,5 82,4 93,5 56,8 45,2 33,3 
15,3 78,4  78,4 34,1 28,4 21,3 
20,3  69,2  28,7 23,4 10,1 
40,6    29,2 21,2 100,0 
80,8 67,9 52,3  28,7 19,8 88,3 
122,0  47,8 65,8 26,0 16,4  
162,6 31,4 19,8 33,1 22,4 16,0  
203,0  11,5  20,3 15,4  
244,0 5,1 2,5 5,1 17,6 13,8  
325,2 1,4 1,9 1,4    
406,0 1,3 2,2 1,3    
609,0 
     
1,3 2,2 1,3    
 
Abbildungen 19 und 20, Kapitel 4.6.1 und 4.6.2. 
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Zytotoxizität von Treosulfan bzw. Busulfan gegen frisch isolierte Leukämiezellen 
pädiatrischer Patienten bei Diagnose 
  
Patienten bei Diagnose 
 
Treo 
[µM] 
    
 
1 
 
2 
 
3 
 
4 
 
5 
 
6 
 
13 
 
14 
 
15a 
 
16 
 
17 
 
18 
 
19a 
 
21 
 
0,000 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
0,175 47,1  100,0      80,2      
0,35 51,5 98,6 70,9 93,9 92,8 94,7 43,4   94,5 94,4 94,7 98,3 68,0 
1,75  87,9  85,0 83,4 82,4 7,1 88,4 64,3 82,6 73,3 82,4 89,8 37,2 
3,5 28,2 72,7  62,0 67,4 67,6 3,3 63,0 40,4 73,4 72,2 67,6 86,8 5,3 
8,75  38,4  8,7 34,5 52,6   1,9 25,3  52,6 50,6 7,0 
17,5 11,0 17,4 20,4 3,0 24,5 40,6 2,3 16,8 1,6 15,1 66,1 40,6 30,2 1,6 
26,25  6,4  2,1 10,7     11,1     
35,0  7,8  2,3 16,4 37,7  3,8  2,9 62,8 37,7 17,8 2,6 
70,0 6,7  1,5            
87,5  1,7  1,9 14,1 32,5  0,6 1,9 2,4 56,1 32,5 13,7 1,1 
140,0               
175,0 9,6 1,8 1,2 1,7 11,9 22,6  0,7 1,9  41,7 22,6 9,7 1,1 
210,0               
262,5 
    
     18,6     35,0 18,6 6,2  
 
Bus 
[µM] 
    
 
1 
 
2 
 
3 
 
4 
 
5 
 
6 
 
13 
 
14 
 
15a 
 
16 
 
17 
 
18 
 
19a 
 
21 
 
0,000 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
5,10  100,0 94,0  87,80 98,3 99,3 90,70 90,4 99,3 105,70 95,0 99,30 88,5 
10,15 73,4 100,0  99,40 81,50 96,3 88,2  77,3 94,9 98,80 94,7 97,20 93,0 
15,30   92,0 96,80 66,60 94,2 79,3 87,30 53,9  102,50 88,9 96,40 89,7 
20,30 55,5          97,20  95,30 67,3 
40,60 60,8 88,7 66,3 79,30 67,90 82,4 66,3 42,30 45,6 78,2 98,20 88,9 94,40 52,4 
80,80    50,30 52,30 76,3   27,8   76,3  42,1 
122,0 16,3  46,3   50,1 25,7 22,30  56,4 85,70  83,20 29,4 
162,6   15,7 13,90 45,70   14,30 13,2 44,3  33,9   
203,0 39,0 63,6  13,20   14,4   31,2  22,8  19,3 
244,0  50,3 4,3  40,30 40,3 6,9     18,6  12,1 
325,2 11,6 24,3 1,7 6,40 33,60 33,6   9,3 27,3  10,8 57,40 88,5 
406,0 8,4 11,3   28,70 28,7 5,3 0,20 8,2 18,9 66,30 10,0 39,30 93,0 
609,0 
     
   6,40 6,40  5,0 90,70  9,8 34,00 10,8 99,30 89,7 
 
Abbildung 21, Kapitel 4.7., Teil Ergebnisse bei Diagnose 
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Zytotoxizität von Treosulfan bzw. Busulfan gegen frisch isolierte Leukämiezellen 
pädiatrischer Patienten bei Rezidiv 
 Patienten bei Rezidiv 
 
Treo 
[µM] 
   
 
7 
 
8 
 
9 
 
10 
 
11 
 
12 
 
15b 
 
15c 
 
19b 
 
20 
 
0,000 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
0,175        90,4 93,3  
0,35 90,4      42,0 81,0 87,5  
1,75 86,3      36,1 73,9 82,5  
3,5 50,4 77,3     19,4 62,0 73,2  
8,75  65,2     8,3 44,2 44,7  
17,5 6,6 53,9  63,4 53,4 72,9  33,8 31,0 87,70 
26,25  39,4     5,2  29,8  
35,0 2,9 36,2  48,5 30,6 38,2    85,96 
70,0 1,2  52,9 20,5 7,9 8,8 3,5   79,18 
87,5  34,2         
140,0 1,2  21,9 14,2 8,9 3,8 3,3  15,2 46,50 
175,0  24,3         
210,0 0,8  9,1 10,7 7,7 1,6   7,4 28,70 
262,5 
 
 22,5      90,4 93,3  
 
Bus 
[µM] 
   
 
7 
 
8 
 
9 
 
10 
 
11 
 
12 
 
15b 
 
15c 
 
19b 
 
20 
 
0,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
5,10 100,0 100,0 100,0 100,0  99,8 80,2 95,3 94,1 80,00 
10,15 98,3 99,6 100,0 88,3 99,30 99,2 76,8 92,4 93,4  
15,30  93,4     62,6 92,6 95,3  
20,30  84,5 99,1 86,3 89,20 95,3 57,4 93,0 95,5  
40,60 87,3      54,2 79,9 91,8  
80,80  77,2 87,3 78,3 72,80 88,3 40,3 54,9 94,9  
122,0 77,3      14,4 32,3 88,3  
162,6   78,3 49,9 49,80 79,2 6,3 29,8 78,2  
203,0  57,5  29,6 19,00  5,4 22,9   
244,0 50,2 53,3 64,4 18,1 14,00  4,0  64,2 58,30 
325,2 20,1 39,4  14,9 11,00 70,3 2,7  60,1 42,80 
406,0 5,3 15,1 59,3 8,8 11,00 50,1   42,3 34,00 
609,0 
 
1,6  28,3 1,0  32,3   31,1 19,90 
 
Abbildung 21, Kapitel 4.7., Teil Ergebnisse bei Rezidiv 
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Zytotoxizität von Treosulfan gegen Leukämiezellenpädiatrischer Patienten – 
Vergleich zwischen cALL und T-ALL 
 
 
Patienten mit T-ALL 
 
Treo 
[µM] 
 
 
13 
 
14 
 
15a 
 
16 
 
15b 
 
15c 
      
15c 
 
0,000 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
      
100,0 
0,175   80,2   90,4      90,4 
0,35 43,4   94,5 42,0 81,0      81,0 
1,75 7,1 88,4 64,3 82,6 36,1 73,9      73,9 
3,5 3,3 63,0 40,4 73,4 19,4 62,0      62,0 
8,75   1,9 25,3 8,3 44,2      44,2 
17,5 2,3 16,8 1,6 15,1  33,8      33,8 
26,25    11,1 5,2        
35,0  3,8  2,9         
70,0     3,5        
87,5  0,6 1,9 2,4         
140,0     3,3        
175,0 
   
 0,7 1,9          
  
Patienten mit cALL 
 
 
Treo 
[µM] 
 
 
1 
 
2 
 
3a 
 
4 
 
5 
 
6 
 
7 
 
8 
 
9 
 
10 
 
11 
 
12 
 
0,000 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
0,175 47,1  100,0          
0,35 51,5 98,6 70,9 93,9 92,8 94,7 90,4      
1,75  87,9  85,0 83,4 82,4 86,3      
3,5 28,2 72,7  62,0 67,4 67,6 50,4 77,3     
8,75  38,4  8,7 34,5 52,6  65,2     
17,5 11,0 17,4 20,4 3,0 24,5 40,6 6,6 53,9  63,4 53,4 72,9 
26,25  6,4  2,1 10,7   39,4     
35,0  7,8  2,3 16,4 37,7 2,9 36,2  48,5 30,6 38,2 
70,0 6,7  1,5    1,2  52,9 20,5 7,9 8,8 
87,5  1,7  1,9 14,1 32,5  34,2     
140,0       1,2  21,9 14,2 8,9 3,8 
175,0 
   
9,6 1,8 1,2 1,7 11,9 22,6  24,3     
 
Abbildung 23, Kapitel 4.7. 
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Graphische Darstellung der Zytotoxizität von Treosulfan gegen Leukämiezellen 
jeweils eines pädiatrischen Patienten zu unterschiedlichen Zeitpunkten der 
Erkrankung 
                           Überleben  
                          [%] 
       
  Patient 15 
 
Patient 19 
    
 
Treo 
[µM] 
    
 
Diagnose 
 
Rezidiv 
 
Blastenpersistenz 
 
Diagnose 
 
Tag 15 
 
0,00 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
 
100,0 
0,175 80,2  90,4  93,3 
0,35  42,0 81,0 98,3 87,5 
1,75 64,3 36,1 73,9 89,8 82,5 
3,50 40,4 19,4 62,0 86,8 73,2 
8,75 1,9 8,3 44,2 50,6 44,7 
17,50 1,6  33,8 30,2 31,0 
26,25  5,2   29,8 
35,00    17,8  
70,00  3,5    
87,50 1,9   13,7  
140,0  3,3 16,4  15,2 
175,0 1,9   9,7  
    
 
Abbildung 25, Kapitel 4.7. 
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